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Akute wie chronische Schädigungen der Niere haben weitreichende Folgen für 
den gesamten Organismus und resultieren in einer deutlich erhöhten Morbidität 
und Mortalität. Die therapeutischen Maßnahmen sind limitiert und greifen selten 
am eigentlichen Krankheitsauslöser an. Die Nierentubuli verfügen über ein hohes 
Potenzial nach einem akuten Schaden zu regenerieren, was für die Entwicklung 
einer Therapie bedeutsam ist. Daher wurden regenerative Mechanismen im Tu-
bulus sowie im Glomerulus untersucht.
Mit Hilfe eines Mausmodells, welche potenzielle Progenitorzellen im Tubulus so-
wie im Glomerulus spezifisch genetisch markiert, wurde festgestellt, dass in bei-
den Kompartimenten die genetisch markierten Zellen keine Stammzellpopulati-
on darstellen. Während sie im Tubulus dennoch an der Regeneration nach akuter 
Schädigung beteiligt sind, führt eine Aktivierung dieser Zellen im Glomerulus 
vielmehr zur Vernarbung desselben. Dies wurde in einem dritten Projekt versucht 
mit Hilfe einer pharmakologischen Behandlung zu therapieren.
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Zusammenfassung 
Akute wie chronische Schädigungen bzw. Erkrankung der Niere haben weitreichende Folgen 
für den gesamten Organismus und einer daraus resultierenden deutlich erhöhten Morbidität 
und Mortalität. Die therapeutischen Maßnahmen sind bislang limitiert und greifen selten am 
eigentlichen Krankheitsauslöser an. Im Tubulus verfügt die Niere über ein hohes endogenes 
Potenzial nach einem akuten Schaden zu regenerieren, was für die Entwicklung einer 
Therapie bedeutsam ist. Die vorliegende Dissertation untersucht regenerative Mechanismen 
im Tubulus sowie im Glomerulus. 
Im Tubulus ist vor kurzem ein bislang unbeachteter Zelltyp entdeckt worden (scattered 
tubular cells, STC), der nach akutem Nierenversagen (ANV) in der Niere deutlich häufiger 
nachweisbar wird und stark proliferiert. STC wurden deshalb als mögliche Stammzellen oder 
regenerative Zellen bezeichnet. In dieser Arbeit wurde eine induzierbare transgene Maus 
identifiziert und charakterisiert, mit der sich diese STC genetisch markieren lassen 
(PEC-rtTA Maus). Mit Hilfe dieser Mauslinie konnte anschließend beweisend gezeigt 
werden, dass STC keine Stammzellen sind. Der STC-Phänotyp ist vielmehr eine spezifische 
Reaktion des Nierenepithels auf unterschiedliche Schädigungen (ischämisch, toxisch, etc.). 
Dies ist ein bedeutsamer Fortschritt im Verständnis der endogenen 
Regenerationsmechanismen nach akutem Nierenversagen. 
Im Glomerulus wurde untersucht, ob es eine Regeneration der essentiellen Filterzellen 
(Podozyten) aus parietalen Epithelzellen (PECs) in adulten Mäusen gibt. Podozyten können 
sich nicht selber regenerieren, ihr Verlust führt zur Vernarbung der Niere 
(Glomerulosklerose). In transgenen Mäusen, die eine genetische Markierung der PECs 
erlauben (PEC-rtTA Maus), konnte im adulten Organismus auch nach teilweiser 
Nierenablation keine Regeneration nachgewiesen werden. Stattdessen konnte erstmalig 
gezeigt werden, dass in neugeborenen Mäusen während des physiologischen Wachstums 
zusätzliche Podozyten aus PEC-ähnlichen Zellen rekrutiert werden. Diese Zellen sind jedoch 
vorherbestimmt zu Podozyten zu werden (‚committed’) und tragen im Menschen zu etwa 20-
25% der finalen Podozytenanzahl bei (sogenannte „Podozytenreserve“). 
Ein zu starker Verlust von Podozyten kann nicht regenerativ durch die parietalen 
Epithelzellen kompensiert werden und führt unausweichlich zur Ausbildung einer 
Glomerulosklerose. In diesem Fall sind die PECs negativ an der Vernarbung beteiligt. 
Deshalb wurde im letzten Teil der Arbeit eine pharmakologische Therapie mittels Hemmung 
des epidermalen Wachstumsfaktor (kurz EGF, für engl. epidermal growth factor)-Signalwegs 
in einem Rattenmodell der Glomerulosklerose untersucht. Hierbei wurden jedoch nur geringe 
therapeutische Effekte beobachtet. 
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1 Einleitung 
1.1 Aufbau, Funktion und Entwicklung der Niere 
1.1.1 Aufbau und Funktion der Niere und des Nephrons 
 
Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ, welches sich im Retroperitonealraum befindet und 
verschiedene Funktionen erfüllt. Hauptsächlich dient es der Filtration des Blutes und damit 
der Ausscheidung von Abfallprodukten des Stoffwechsels sowie Fremdstoffen und Toxinen, 
z.B. aus Medikamenten oder anderweitig aufgenommenen Chemikalien. Für den Körper 
wichtige Stoffe, wie Glukose, Aminosäuren und Proteine werden zurückgehalten und 
resorbiert. Das Filtrat wird zu Urin konzentriert, der dann über das Nierenbecken und die 
Ureter (Harnleiter) in die Blase gegeben, dort gesammelt und über die Harnröhre abgegeben 
wird. Zusätzlich reguliert sie den Blutdruck sowie den Wasser-, Elektrolyt- und Säure/Basen-
Haushalt und produziert Hormone, wie Renin und Erythropoetin. 
Die Niere, die von einer Kapsel umgeben ist, wird in drei Bereiche unterteilt: Kortex 
(Nierenrinde), Medulla (äußeres Mark) und Papilla (inneres Mark). Die Papillen münden in 
Nierenkelche, die sich wiederum zum Nierenbecken zusammenschließen, aus dem der 
Ureter hervorgeht. Letzterer bildet zusammen mit den blutzu- und abführenden Gefäßen 
(Arteria renalis und Vena renalis) den Nierenhilus, der sich im Inneren der Niere zur 
Nierenbucht erweitert, welche vom Nierenbecken ausgekleidet wird. Tatsächlich reicht der 
Nierenkortex sogar bis zur Nierenbucht heran, da er auch zwischen der pyramidenförmig 
angeordneten Medulla und Papilla verläuft (Abb.1.1 A). 
Die Funktionen der Niere werden von einer Untereinheit dieser – dem Nephron – ausgeübt. 
Es besteht aus dem am proximalen Ende des Nephrons gelegenen Nierenkörperchen und 
dem ableitenden Nierenkanälchen (Tubulus). Die Bildung des Primärharns (Ultrafiltrat) 
geschieht im Nierenkörperchen. In diesem befindet sich ein Kapillargeflecht, der Glomerulus. 
Dessen Besonderheit ist es, dass es nur aus Arteriolen besteht, wobei das zuführende 
Gefäß als Arteriola glomerularis afferens (kurz Vas afferens) und das ableitende Gefäß als 
Arteriola glomerularis efferens (kurz Vas efferens) bezeichnet wird. Das Vas efferens 
verzweigt sich dann in ein Gefäßnetz, welches die Tubuli umgibt. Direkt vor der Stelle, an der 
die Arteriolen in das bzw. aus dem Nierenkörperchen treten, befindet sich der 
juxtaglomeruläre Apparat. Der Bereich zwischen den Kapillaren besteht aus Bindegewebe, 
dem intraglomerulären Mesangium, welches bis zum juxtaglomerulären Apparat (dann als 
Bestandteil des juxtaglomerulären Apparates extraglomerulär gelegen) hinausreicht und von 
Mesangialzellen gebildet wird. Der Glomerulus wird von der zweischichtigen Bowmanschen 
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Kapsel umgeben. Die äußere Schicht wird vom einschichtigen parietalen Epithel gebildet, die 
innere Schicht besteht aus den das Kapillargeflecht umgebenden Podozyten. Das zwischen 
den Schichten gebildete Lumen wird als Bowmanscher Raum bezeichnet. In ihm sammelt 
sich das Ultrafiltrat, welches über den am Urinpol des Nierenkörperchens angeschlossenen 
Tubulus abfließt (Abb. 1.2 A). Im Tubulus werden dem Ultrafiltrat weitere Stoffe entzogen, ins 
Blut rückresorbiert und es erfolgt eine weitere Konzentration zum Sekundärharn. Der 
Tubulus gliedert sich in verschiedene Bereiche: den proximalen Tubulus (Hauptstück), der in 
die Segmente S1-3 unterteilt wird, gefolgt von der Henleschen Schleife (Überleitungsstück), 
welche nochmals untergliedert ist in den dicken und dünnen absteigenden und den dünnen 
und dicken aufsteigenden Schenkel, gefolgt vom distalen Tubulus (Mittelstück), welcher 
dann in das Sammelrohr mündet. Entwicklungstechnisch gehört das Sammelrohr nicht mehr 
zum eigentlichen Nephron. Zudem dient es nur noch der Konzentration und des Abflusses 
des Urins zum Nierenbecken (Abb. 1.1 B). 
 
 
Abb. 1.1: Aufbau der Niere (A) und des Nephrons (B).  
Schema der Niere (A) sowie des Nephrons (B) selbst erstellt. 
 
1.1.1.1 Funktionsweise des Glomerulus und die Rolle des Podozyten 
 
Die Filtration des Blutes findet an der glomerulären Filtrationsbarriere statt. Deren Aufbau ist 
komplex und beinhaltet eine intrakapillär gelegene Endothelzellschicht, die von Poren 
unterbrochen wird (fenestriertes Endothel ohne Diaphragma), welche die Kapillare luminal 
mit ihrer Glykokalyx auskleidet. Darauf folgt die glomeruläre Basalmembran (GBM), die sich 
das Endothel mit den Podozyten teilt und von beiden Zellschichten gebildet wird. Die Struktur 
der Podozyten umfasst einen größeren Zellkörper mit dem Zellkern und lange Ausläufer, die 
A Aufbau der Niere
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primären Fußfortsätze, die sich wiederum in kleinere sekundäre Fußfortsätze verzweigen. 
Die Podozyten umlagern die Kapillaren und liegen lediglich mit den Enden der Fußfortsätze 
auf der glomerulären Basalmembran auf [1]. Die Fußfortsätze benachbarter Podozyten 
greifen zwar ineinander, dennoch besteht ein minimaler Abstand zwischen ihnen 
(Abb. 1.2 B). Davon leitet sich auch der Begriff Schlitzmembran ab. 
 
 
Abb. 1.2: Aufbau des Glomerulus (A) und der glomerulären Filtrationsbarriere (B). 
Schema des Glomerulus selbst erstellt (A). Die elektronenmikroskopische Aufnahme in (B) wurde durch Prof. Dr. 
Hermann-Josef Gröne, Abteilung Zelluläre und Molekulare Pathologie des Deutschen Krebsforschungszentrums 
(DKFZ) in Heidelberg, von gesunden, wildtypischen Mäusen der AG Möller, Medizinische Klinik II der Uniklinik 
RWTH Aachen erstellt und zur Verfügung gestellt. 
 
Wie die Filtrationsbarriere genau funktioniert, ist noch nicht abschließend geklärt. Auch 
welche Bedeutung den einzelnen Komponenten zukommt, ist bislang nicht abschätzbar. 
Verschiedene Hypothesen bieten teilweise kontroverse Mechanismen der Filtration an und 
geben den beteiligten Schichten der Filtrationsbarriere (Endothel, GBM, Schlitzmembran) 
unterschiedliche Prioritäten für die Funktionsfähigkeit des Filters. Lange Zeit wurde 
angenommen, dass die glomeruläre Filtrationsbarriere aufgebaut ist wie ein passiver Filter 
mit zylindrischen Poren, die zu filtrierende Stoffe mittels Diffusion und Konvektion aufhalten 
bzw. durchlassen [2, 3]. Hingegen wurden derartige Poren nie experimentell belegt, die 
Theorie passt nicht zu erhobenen experimentellen Daten der Filtration und sie beantwortet 
nicht die Frage, warum der Filter nie verstopft [4]. Ein neuerer Ansatz stellt die glomeruläre 
Filtrationsbarriere als gelähnliche Struktur dar, wobei die Filtration dann nach dem Gel-
Permeationsprinzip – unterschiedliche Geschwindigkeiten der Diffusion aufgrund 
unterschiedlicher Molekülgrößen – funktioniert [5]. Aber auch diese These kann nicht 
erklären, warum es nie zu einem Verstopfen der Filtrationsbarriere kommt, ebenso wie 
Schädigungen des Podozyten zur Proteinurie und damit zur erhöhten Durchlässigkeit des 
Filters führen [4]. Eine Erklärung hierfür bietet das elektrokinetische Modell der Filtration. 
Dieses beschreibt die Entstehung eines elektrischen Feldes um die Filtrationsbarriere 
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aufgrund der im zu filtrierenden Blutplasma befindlichen, gelösten Ionen. Dieses elektrische 
Feld beeinflusst die Passage von Makromolekülen abhängig von ihrer eigenen elektrischen 
Ladung und hält sie so entweder in der Kapillare oder entlässt sie in den Bowmanschen 
Raum – die Filtration folgt also dem Prinzip der Elektrophorese [6, 7]. Mit Hilfe dieses 
Modells ließe sich auch die für Epithelien untypische Anordnung der Podozyten auf der 
Basalmembran erklären, da die gleichmäßige Verteilung der Fußfortsätze und der damit 
verbundenen geringen Auflagefläche des Podozyten den Aufbau des elektrischen Feldes 
zulässt [4]. Wird die Aufrechterhaltung der besonderen Podozytenmorphologie gestört, 
dezimiert sich auch die Feldstärke, so dass die Filtrationsbarriere durchlässiger für 
Plasmaproteine wird. 
Die komplexe Struktur der Podozyten mit ihren langen und viel verzweigten Fußfortsätzen 
erfordert ein stabiles und umfangreiches Zytoskelett. Das Zytoskelett der Zellkörper und 
primären Fußfortsätze besteht hauptsächlich aus Aktinfilamenten, wobei die 
Primärfußfortsätze zusätzlich noch Mikrotubuli und aus Vimentin aufgebaute 
Intermediärfilamente enthalten [8, 9]. Aufgrund eines Netzwerkes aus Aktinfilamentbündel, 
welche über die Interaktion mit Myosin II und mit Hilfe der Vernetzung durch ?-Actinin-4 und 
Synaptopodin einen kontraktilen Apparat bilden, sind die Fußfortsätze in der Lage ihre 
Morphologie zu verändern. Auf diese Weise beeinflussen sie zudem die Durchlässigkeit und 
Funktionsweise der glomerulären Filtrationsbarriere [9, 10]. Fehlen Komponenten des 
Zytoskeletts, die die Podozytenmorphologie aufrechterhalten, oder sind sie nicht in der Lage 
ihre Funktionen auszuüben, kommt es zu einer Verschmelzung der Fußfortsätze. Dies 
äußert sich in einem Abflachen der Fortsätze, so dass sie die glomeruläre Basalmembran 
weitflächig bedecken und das Muster der Schlitzmembran nicht mehr bestehen bleibt [10, 
11]. Dies macht den Podozyten für eine funktionsfähige Filtrationsbarriere so wichtig, da 
jegliche Schädigung der Podozyten bzw. ihrer Zytoskelettstruktur zu einer erhöhten 
Durchlässigkeit der Barriere und damit zur Proteinurie führt [12-16]. Das Zytoskelett des 
Podozyten ermöglicht ihm nicht nur die Aufrechterhaltung der für die Filtration offensichtlich 
nötigen Struktur. Über Integrine, bei denen es sich um Transmembranrezeptoren handelt, 
werden Podozyten mit der glomerulären Basalmembran verbunden. Integrine binden ihre in 
der glomerulären Basalmembran befindlichen Liganden, wie beispielsweise Kollagen Typ IV 
oder Fibronectin, und verankern den Podozyten über die intrazelluläre Assoziation mit 
dessen Aktinfilamentstruktur. Sie treten dabei nicht nur als Verbindungsmodule in 
Erscheinung, sondern tragen zur Transduktion extrazellulärer Signale über die Bindung von 
Integrin-verbundenen Kinasen (kurz ILK für engl. Integrin-linked kinases) bei, die ihrerseits 
die Aktivität weiterer Signalmoleküle, wie beispielsweise die Kinase Akt, regulieren [17]. 
Integrine machen nur einen Bruchteil an Proteinen aus, die den Podozyten mit der 
Basalmembran verankern und die Weiterleitung extrazellulärer Signale ermöglichen. So 
besteht ein regelrechtes Netzwerk aus membranständigen und zytoplasmatischen Proteinen, 
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die miteinander agieren und signaltransduktorisch verschiedene Prozesse im Podozyten 
regulieren [10]. Wichtige und viel untersuchte Proteine sind unter anderem Nephrin, 
Neph 1-3 und Podocin, die ebenfalls in der Podozytenmembran lokalisiert sind und 
miteinander interagieren. Zudem stehen sie in Verbindung mit weiteren Zytoskelett-
assoziierten Proteinen, wie ?-Actinin-4, Synaptopodin und dem CD2-assoziierten Protein 
(CD2AP). Nephrin und CD2AP sind unter anderem in der Lage, die Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) zu aktivieren und darüber den Akt-Signalweg oder auch den 
Transformierenden Wachstumsfaktor-? (kurz TGF-?, für engl. Transforming growth factor-?)-
Signalweg zu beeinflussen [1, 18]. Synaptopodin dagegen trägt hauptsächlich zur Regulation 
der Aktindynamik bei, indem es den Abbau von RhoA, einer Guanosintriphosphatase 
(GTPase), die für die Formation von Stressfasern verantwortlich ist, verhindert [10, 19]. 
Fehlende Komponenten des signaltransduktorischen Netzwerkes des Podozyten führen 
ebenso zu einer Schädigung, die sich in der Ausbildung einer Proteinurie äußert [1, 18]. So 
deutlich auch die Folgen der Schädigung des Podozyten sind, so unklar bleibt dennoch die 
genaue Funktion dieser speziellen Zelle. Der Podozyt ist eben nur einer der Bestandteile des 
glomerulären Filters. Das Verständnis der Gesamtheit aus Endothel, Epithel, glomerulärer 
Basalmembran, aller an der Ausbildung der Schlitzmembranstruktur beteiligten 
Molekularmechanismen sowie aller interaktiven Prozesse der beteiligten Komponenten 
ermöglicht ein Fundament zur Lösung der Frage, wie die Filtration wirklich funktioniert und 
welche Möglichkeiten es zur Therapie einer auf einer Filtrationsstörung beruhenden 
Nierenerkrankung gibt. 
 
1.1.1.2 Funktionen des (proximalen) Tubulus und juxtaglomerulären Apparates 
 
Dem im Nierenkörperchen gebildeten Ultrafiltrat wird im Tubulus bis zu 90% des Wassers 
wieder entzogen, so dass von den etwa 180 Litern an Primärharn, die pro Tag entstehen, 
zum Schluss noch etwa 1,5 bis 2 l ausgeschieden werden. Aber nicht nur das Wasser wird 
resorbiert, mit ihm werden auch Glukose, Aminosäuren, Plasmaproteine und Elektrolyte im 
Tubulus wieder aufgenommen. Ein Großteil der Resorption findet im proximalen Tubulus 
statt. Proximale Tubulusepithelzellen zeichnen sich ultrastrukturell durch die Mikrovilli ihres 
Bürstensaums, welche eine Vergrößerung der Zelloberfläche und damit eine höhere 
Resorptionsrate zur Folge haben, und eine hohe Anzahl an endozytotischen Vesikeln wie 
auch an Mitochondrien aus (Abb. 1.3). Letztere sind nötig, um den hohen Energiebedarf der 
Tubuluszellen aufgrund der an der Zellmembran stattfindenden Transportvorgänge zu 
decken. Innerhalb des proximalen Tubulus unterscheiden sich die Zellen in der Größe des 
Bürstensaums, der Mitochondrien und der Anzahl der Vesikel. Daher lässt sich der Tubulus 
in drei verschiedene Segmente S1-3 unterteilen [20]. 
 
Einleitung 
6 
 
Abb. 1.3: Aufbau proximaler Tubulusepithelzellen. Neben den differenzierten proximalen Tubuluszellen 
kommen einzelne, verteilte Tubuluszellen vor, die sich von ihrem Expressionsprofil und – zumindest im Menschen 
– durch eine veränderte Morphologie von den differenzierten proximalen Tubuluszellen unterscheiden (siehe 
Kapitel 1.3.2). Abbildung in leicht veränderter Form und englischer Sprache bereits veröffentlicht [21]. 
 
Die Resorption wichtiger Proteine, wie beispielsweise Albumin, verschiedener Hormone und 
Immunglobuline erfolgt über die Rezeptoren Megalin, Cubulin und Amnionless (AMN), wobei 
Megalin sowie auch AMN mit Cubulin eine Komplexbildung eingehen [22]. Diese Rezeptoren 
binden ihre Liganden, Plasmaproteine, Immunglobuline etc., und werden zusammen mit 
diesen über die Bildung endozytotischer Vesikel internalisiert. Abhängig von der zusätzlichen 
Interaktion mit dem neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) erfolgt entweder der lysosomale Abbau 
oder die Freisetzung der vesikulär gebundenen Proteine in die peritubulären Kapillaren [23]. 
Des Weiteren besitzen proximale Tubuluszellen verschiedene Transporter zum Ein- bzw. 
Ausschleusen von Ionen. Dazu gehört die Natrium-Kalium-ATPase (ATP kurz für 
Adenosintriphosphat), die sich auf der basolateralen Membran befindet und unter 
Energieaufwendung Natrium aus der Zelle und Kalium in die Zelle transportiert. Die Aktivität 
der Natrium-Kalium-ATPase wird unter anderem von Angiotensin II über einen Angiotensin 
II-Rezeptor Typ I (AT1) vermittelten Mechanismus reguliert [20, 24]. Weitere 
Natriumtransporter, die vermutlich basolateral gelegen sind, sind Natrium-Kalzium-
Austauschtransporter. Von diesen wird angenommen, dass sie aufgrund der Änderungen der 
zytosolischen Kalzium-Konzentration eine Regulation der Natriumaufnahme bzw. -abgabe 
bewirken [20, 25]. Die Resorption von Glukose aus dem Ultrafiltrat findet über den 
Kotransport von Natrium mittels an der apikalen Membranseite gelegenen Natrium-Glukose-
Kotransportern (kurz SGLT für engl. Sodium dependent glucose transporter) statt, wobei die 
Glukose über Glukosetransporter (GLUT) basolateral wieder ins Blut abgegeben wird [20, 
26]. Der Eintritt von Natrium an der apikalen Zellmembran erfolgt ebenfalls durch 
verschiedene Transporter, wie beispielsweise den Natrium-Wasserstoff-
Austauschtransportern (kurz NHE für engl. N+-H+ exchanger). Ihre Aktivität wird ebenfalls mit 
Hilfe von Angiotensin II über einen Proteinkinase C (PKC) vermittelten Mechanismus 
reguliert [20, 27]. Die Wiederaufnahme von Wasser erfolgt entlang des durch den 
differenzierte proximale
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Elektrolyttransport entstehenden osmotischen Gefälles über den Wasserkanal Aquaporin 1 
(AQP1), welcher basolateral wie apikal lokalisiert ist und dessen Deletion die 
Aufrechterhaltung der Serum- und Urinosmolaritäten behindert [28-30]. Aquaporin 1 trägt 
zudem zum Eintritt von CO2 auf der apikalen Seite der proximalen Tubuluszelle bei. In der 
Zelle befindliche Karboanhydrasen bewirken die Bildung von Protonen (H+) und 
Hydrogenkarbonat bzw. Bikarbonat (HCO3-), wobei die Protonen über NHEs apikal und die 
Bikarbonate über Natrium-Bikarbonat-Kotransporter basolateral ausgeschleust werden. 
Dieser Vorgang trägt hauptsächlich zur Regulation des Blut-pH-Wertes und damit des 
Säure/Base-Haushaltes bei [20, 31]. Aufgrund all dieser sensiblen Vorgänge ist der 
proximale Tubulus besonders anfällig gegenüber toxischen und hypoxischen Schädigungen. 
Darauf wird an späterer Stelle genauer eingegangen (Kapitel 1.2.1). 
Über den Transport der Elektrolyte und damit der rückresorbierten Wassermenge wird auch 
der Blutdruck beeinflusst. Dabei spielt nicht nur der proximale Bereich des Tubulus eine 
Rolle. In der Henleschen Schleife erfolgt die Konzentrierung des Urins auf Grundlage des 
Gegenstromprinzips. So wird im distalen Bereich der Henle-Schleife, dem dicken 
aufsteigenden Schenkel, aktiv Natrium und Chlorid aus dem Lumen transportiert. Da dieser 
Abschnitt aber weitgehend undurchlässig für Wasser ist, kommt es zu einem Anstieg der 
Osmolarität des umgebenden Gewebes. Durch dieses verläuft gleichzeitig der dicke 
absteigende Teil der Henleschen Schleife, der wasserpermeabel, aber weitgehend 
undurchlässig für Ionen ist. Aufgrund des Konzentrationsgefälles wird diesem somit Wasser 
entzogen [32]. 
Zur Regulation des Blutdruckes trägt aber auch der juxtaglomeruläre Apparat bei. Innerhalb 
des distalen Tubulusbereiches, der direkt vor Vas afferens und efferens des 
Nierenkörperchens lokalisiert ist, befinden sich die Zellen der Macula densa. Diese messen 
die Osmolarität des Urins und sezernieren Adenosin, wenn der Urin hyperosmolar ist. Dies 
bewirkt eine Kontraktion der glatten Muskulatur des Vas afferens, so dass die glomeruläre 
Filtrationsrate abnimmt. Dieser Effekt wird tubuloglomeruläres Feedback genannt. Sobald 
der Urin hypoosmolar ist, setzen die Zellen der Macula densa Renin frei. Dieses spaltet in 
der Leber gebildetes Angiotensinogen zu Angiotensin I, welches wiederum vom Angiotensin 
umwandelnden Enzym (kurz ACE für engl. Angiotensin converting enzyme) in Angiotensin II 
umgewandelt wird. Angiotensin II bewirkt durch Kontraktion der Vas efferens einen erhöhten 
Druck in den glomerulären Kapillarschlingen und damit eine erhöhte glomeruläre Filtration. 
Gleichzeitig reguliert es die Transportmechanismen im proximalen Tubulus, wie bereits 
weiter oben beschrieben [20, 33, 34]. Eine weitere Aufkonzentration des Urins und damit 
Beeinflussung des Blutdrucks durch Wasserresorption geschieht im Sammelrohr. Die 
Epithelzellen des Sammelrohrs werden dabei erst wasserpermeabel, sobald sie das 
antidiuretische Hormon (ADH oder auch Vasopressin) binden. Dies führt letztlich zur Bildung 
von Aquaporin 2 (AQP2)-haltigen Vesikeln, die mit der apikalen Zellmembran verschmelzen. 
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Über AQP2, bei denen es sich um Wasserkanäle handelt, gelangt dann Wasser aus dem 
Urin zurück ins Blut [35]. 
1.1.2 Entwicklung der Niere und des Nephrons 
 
Die frühe Entwicklung der Niere ist gekennzeichnet durch drei zeitlich und räumlich getrennt 
auftretende Nierenanlagen: Pronephros (Vorniere), Mesonephros (Urniere) und Metanephros 
(Nachniere). Die bereits paarig angelegten Pronephri finden sich dabei noch im kranial 
gelegenen Mesoderm, dehnen sich aus und induzieren die Bildung des Wolffschen Gangs 
[36]. Der Wolffsche Gang breitet sich kaudal im intermediären Mesoderm aus und verbindet 
sich an dessen Ende mit dem Urogenitalkanal. Während der Migration wird dabei die Bildung 
des mesonephrischen Nephrons induziert. In der Maus, welche im Rahmen der Doktorarbeit 
als Modellorganismus diente, findet die Entwicklung des Metanephros, der letztlich 
bestehenden Nierenanlage, am Tag 10,5 der Embryonalentwicklung (E10,5) am kaudalen 
Ende des Wolffschen Gangs statt. Zu diesem Zeitpunkt wird der Auswuchs der Ureterknospe 
durch das metanephrische Mesenchym induziert. Das metanephrische Mesenchym bildet 
sich am Ende des nephrogenen Strangs. In dieses Mesenchym dringt die Ureterknospe ein, 
teilt sich dichotom in mehreren Zyklen und bildet durch Ausdehnung das metanephrische 
Sammelrohrsystem. An Entwicklungstag E11,5 befindet sich eine Kappe an konzentriertem 
metanephrischen Mesenchym um die Ureterknospenanlage, aus denen sich die Nephrone 
bilden. Dieser Schritt stellt ein Schlüsselmoment der Nephrogenese dar, da beide 
Gewebearten – die epitheliale Ureterknospe und das Kappenmesenchym – reziprok 
induzierend miteinander interagieren. Dadurch entstehen prätubuläre Aggregate, die eine 
Transformation von Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften zu epithelialen Zellen 
durchlaufen. Die prätubulären Aggregate durchschreiten verschiedene Entwicklungsstadien, 
wobei sie zu epithelialen Vesikeln werden. Diese nehmen zu Beginn eine kommaförmige 
(Stufe I) und später eine S-förmige (Stufe II) Struktur an. Zusätzlich entwickeln sich aus dem 
metanephrischen Mesenchym Stromazellen, aus denen später Mesangium, Perizyten und 
interstitielle Zellen entstehen sowie vaskuläre Progenitoren bzw. Angioblasten, die später zu 
den endothelialen Strukturen werden. Letztere werden von den proximalen Enden der 
S-förmigen Strukturen rekrutiert und bilden so die glomerulären Kapillaren (Stufe III). Das 
distale Ende des S-förmigen Körpers fusioniert mit dem aus der Ureterknospe entstandenen 
Sammelrohr und formt damit das reife Nephron (Stufe IV) [37, 38]. Bis zum S-förmigen 
Stadium teilen sich Podozyten und Parietalzellen einen zellulären Vorläufer. Erst zwischen 
diesem und dem kapillaren Stadium beginnen die beiden Zelltypen spezifische Proteine zu 
exprimieren, die für ihre jeweilige Funktion im reifen Zustand benötigt werden [39]. Neuere 
Studien, inklusive einer Vorläuferstudie dieser Dissertation, sahen in den parietalen 
Epithelzellen Progenitoren der Podozyten [40-43]. Ob dies im adulten Zustand ebenfalls der 
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Fall ist und die Parietalzellen im Schadensfall zur Regeneration der Podozyten beitragen, ist 
Gegenstand des zweiten Teilprojektes dieser Doktorarbeit. 
1.2 Schädigungen der Niere und ihre Therapiemöglichkeiten 
1.2.1 Schädigungen des (proximalen) Tubulus – akute und chronisch 
Nierenschädigung 
 
Die akute Nierenschädigung definiert sich über den Abfall der glomerulären Filtrationsrate 
und der damit verbundenen Erhöhung der Konzentration an stickstoffhaltigen Verbindungen, 
wie Kreatinin und Harnstoff, im Blut. Dabei handelt es sich um Abfallprodukte des 
Stoffwechsels, die aufgrund der rapiden Abnahme der Filtrationsrate im Blut verbleiben, was 
als Azotämie bezeichnet wird [44, 45]. Da die Bandbreite an Symptomen der akuten 
Nierenschädigung zu unterschiedlichsten Definitionen geführt hat, wurde die Einteilung von 
erkrankten Patienten nach den RIFLE-Kriterien eingeführt. Die Abkürzung RIFLE steht dabei 
für die verschiedenen Stadien der Erkrankung abhängig vom Abfall der glomerulären 
Filtrationsrate sowie Serumkreatinin-, Serumharnstoffwerte und Urinparameter: Risiko einer 
Nierenerkrankung (Risk), Schädigung der Niere (Injury), Versagen der Nierenfunktion 
(Failure), Verlust der Nierenfunktion (Loss) und terminales Nierenversagen (ERSD kurz für 
engl. End-stage renal disease) [46]. Hauptsächlich wird die Niere aufgrund toxischer oder 
ischämischer Einwirkungen geschädigt. Der Tubulus, insbesondere der proximale Abschnitt, 
ist besonders anfällig gegenüber diesen Einflüssen, so dass die akute Nierenschädigung 
oftmals mit der akuten Tubulusnekrose gleichgesetzt wird [44, 45]. Histologisch äußert sich 
die akute Tubulusnekrose in einer Dilatation der Tubuli durch Abflachen der Epithelzellen 
sowie einem Verschmelzen der Mikrovilli und damit einem Verschwinden des Bürstensaums. 
Die Anzahl an Mitochondrien nimmt ab bzw. die noch vorhandenen Mitochondrien sind 
deutlich kleiner. Zusätzlich bilden sich durch die gestörte Resorption Proteinablagerungen in 
den tubulären Lumina. Ebenso sind abgelöste Zellen, apoptotische Körper und Zelldebris in 
ihnen zu finden [47, 48]. 
Die Anfälligkeit des Tubulus gegenüber ischämischen und toxischen Schädigungen ergibt 
sich aus seiner Funktion. Im Falle der Ischämie führt die Sauerstoffunterversorgung zu einer 
verminderten Bildung des Energieträgers ATP, da die Energieversorgung der 
Tubulusepithelzellen hauptsächlich vom Zitratzyklus abhängt. Die Glykolyse, die anaerob 
abläuft und den ATP-Bedarf bedienen könnte, wird im proximalen Tubulusepithel nur in 
geringem Maße ausgeführt. Der niedrige ATP-Spiegel resultiert in einer gestörten Resorption 
von Natrium und an Natrium gekoppelte Stoffe, wie beispielsweise Glukose, oder auch 
Elektrolyte [45, 49]. Zusätzlich trägt der tubuloglomeruläre Feedback-Mechanismus zu einer 
Potenzierung der Schädigung bei. Aufgrund der beeinträchtigten Natriumresorption und der 
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damit entstehenden Hyperosmolarität des Urins wird vermehrt Adenosin vom 
juxtaglomerulären Apparat ausgeschieden, was einen zusätzlichen Abfall der glomerulären 
Filtrationsrate bewirkt [50, 51]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass eine Ischämie zur 
Aktivierung des Aktindepolymerisationsfaktors (ADF) führt, der wiederum die Aktinstruktur 
der Mikrovilli und damit die Bürstensaumarchitektur zerstört [52]. Die Anfälligkeit gegenüber 
Toxinen ist ebenfalls in der Funktionsweise der Tubuli begründet. Einige Toxine führen zur 
Dysregulation des Säure/Base-Transportes und damit zur Ansäuerung des tubulären Milieus 
[53]. Andere, wie beispielsweise das Aminoglykosid-Antibiotikum Gentamicin, werden über 
die Bindung an Megalin endozytotisch aufgenommen, verhindern dann aber unter anderem 
die endosomale Fusion und damit die Wiederverwertung des Megalins [54-56]. Endogene 
Komponenten können ebenfalls eine akute Tubulusnekrose auslösen, wie beispielsweise 
Hämoglobin, das durch Hämolyse freigesetzt wird, oder Myoglobin, welches durch die 
Rhabdomyolyse freigegeben wird [45]. 
Die Behinderung des Tubulus durch Proteinablagerungen sowie eingeschränkte 
Funktionsfähigkeit führen zudem zur Ausschüttung inflammatorischer Mediatoren und der 
Interaktion mit Zellen des Immunsystems. Dies kann zur Ausbildung einer chronischen 
Nierenerkrankung führen [57, 58]. 
Die akute Nierenschädigung löst aber nicht nur durch inflammatorische Einflüsse eine 
chronische Nierenerkrankung aus. Nach einer akuten Schädigung durchläuft das 
Tubulusepithel mehrere reparative Schritte zur Regeneration des Zellverbandes und der 
Wiederherstellung der Funktionsfähigkeit (Details zur Regeneration in Kapitel 1.3.2). Kommt 
es allerdings zu Fehlern beim Ablauf der Reparatur, beispielsweise durch einen 
Zellzyklusarrest, verstärkt sich die Schädigung und es entwickelt sich eine chronische 
Erkrankung [59]. Zudem wurde beobachtet, dass selbst wenn die Regeneration des 
Tubulusepithels erfolgreich verlief, die peritubuläre Kapillardichte durch die eingangs akute 
Tubulusschädigung abnahm und dadurch nachträglich eine renale Fibrose ausgebildet 
wurde [57, 60]. 
 
1.2.1.1 Tierversuchsmodelle zur Untersuchung tubulärer Schädigung 
 
Basierend auf den Möglichkeiten, die zu einer akuten Tubulusnekrose führen, haben sich 
verschiedene Tierversuchsmodelle etabliert. Zum einen die im Rahmen dieser Dissertation 
durchgeführten Ischämie/Reperfusions-Experimente, bei denen die Blutzufuhr entweder von 
einer Niere (unilateral, für die Dissertation genutzt) oder von beiden Nieren (bilateral) für 
einen gewissen Zeitraum unterbunden wird. Dabei werden die hämodynamischen 
Änderungen induziert, die bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben wurden: 
Beeinträchtigung des Energiestoffwechsels mit darauffolgendem Funktionsverlust und 
anschließender Schädigung der Tubulusepithelzellen [61]. Ischämie/Reperfusions-
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Experimente imitieren dabei ischämische Schädigungen, wie sie bei Operationen, 
insbesondere des Herz-Kreislauf-Systems, oder auch Nierentransplantationen entstehen. 
Weitere Modelle basieren auf der toxischen Schädigung, wie beispielsweise die Gabe von 
Gentamicin oder Folsäure. Letztere führt zur Ablagerung von Folsäure-Kristallen gefolgt von 
der tubulären Nekrose. Der molekulare Wirkmechanismus der Folsäure-Behandlung ist noch 
nicht genau verstanden [61, 62]. Die Wirkung von Gentamicin beruht unter anderem auf der 
Änderung der mitochondrialen Atmungskette, der Hemmung der Natrium-Kalium-ATPase 
und der Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems [55, 63, 64]. Auch die Rhabdomyolyse 
lässt sich im Tiermodell induzieren, indem Glyzerol intramuskulär injiziert wird. Die 
Schädigung wird dabei auf mehreren Wegen erreicht: durch ischämische Schädigung, 
tubuläre Nephrotoxizität durch Myoglobin und die Wirkung freigesetzter Zytokine [65, 66]. 
Damit werden Krankheiten nachgestellt, die auf Stoffwechselstörungen, 
Medikamenteneinnahme sowie Muskeldysfunktionen, wie z.B. Muskelerkrankungen, 
Verbrennungen und Traumata, basieren [67]. 
Da die akute Nierenerkrankung häufig zur Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung 
führt, wurden im Rahmen der Dissertation auch zwei Tiermodelle zur Untersuchung der 
chronischen Nierenschädigung angewandt. Zum einen wurde das Modell der unilateralen 
Ureterobstruktion (UUO) durchgeführt. Dabei wird der Ureter einer Niere ligiert, was einen 
Urinrückstau zur Folge hat. Dies führt zum Verlust von Nierenparenchym, einhergehend mit 
einer erhöhten Permeabilität interstitieller Kapillaren, der Infiltration inflammatorischer Zellen 
sowie der vermehrten Synthese pro-fibrotischer Faktoren, wie z.B. TGF-? [68]. Zum anderen 
wurde ein Mausmodell angewandt, bei dem es mit der Alterung der Tiere spontan zur 
Entwicklung einer Proteinurie kommt. Dieses Modell beruht auf dem Einbringen eines 
rekombinanten Maus-Mensch-Hybrid Thy-1.1 Gens in Maus-Oozyten. Lediglich der murine 
Genbereich wird vollständig translatiert und somit nur das murine Thy-1.1 Gen exprimiert. 
Der humane Bereich des Gens enthält eine Enhancersequenz, die die Expression des 
murinen Thy-1.1 Gens lenkt und so zur podozytären Lokalisation des Thy-1.1 Proteins führt. 
Dies bewirkt die Ausbildung einer Podozytenschädigung, gefolgt von Proteinurie und der 
Entwicklung einer fokal segmentalen Glomerulosklerose (FSGS). Durch den anhaltenden 
proteinurischen Schaden des Tubulus wird dieser irreparabel geschädigt, was ebenfalls in 
der Einwanderung von Immunzellen und der Fibrose des Gewebes resultiert [69]. Weitere 
Tierversuchsmodelle, die eine chronische Nierenerkrankung durch Schädigungen des 
Tubulus bedingen, beinhalten die chronische Applikation von Toxinen (chronische 
Nephrotoxizität), wie Cisplatin oder Folsäure, sowie weitere Proteinuriemodelle, wie die 
Uninephrektomie oder die Überladung mit Protein [68]. Andere chronische 
Nierenschädigungsmodelle basieren auf der Bildung glomerulärer Erkrankungen und werden 
zum Teil in Kapitel 1.2.2.2 näher beschrieben. 
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1.2.1.2 Diagnose und Therapie tubulärer Erkrankungen 
 
Die Diagnose tubulärer Erkrankungen erfolgt im Falle des akuten Nierenversagens 
hauptsächlich auf Basis der Serumkreatinin- sowie Serumharnstoffwerte, der glomerulären 
Filtrationsrate und der Menge der Urinausscheidung [46]. Allerdings treten pathologische 
Veränderungen dieser Parameter häufig nicht direkt nach Beginn der Schädigung auf. 
Einhergehend mit der zeitlichen Verzögerung der Änderungen der Blutwerte, sind diese auch 
oftmals nicht ausreichend, um eine detaillierte Prognose stellen zu können. Daher wird seit 
einigen Jahren nach verlässlichen Biomarkern geforscht. Die bislang vielversprechendsten 
potenziellen Biomarker sind unter anderem Neutrophilen-Gelatine-assoziiertes Lipocalin 
(NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1), Cystatin C und verschiedene Interleukine (IL-6, 
IL-18). Diese Marker und ihre messbaren Veränderungen nach Schädigung beruhen 
entweder auf der Beeinträchtigung der Filtration (Cystatin C), inflammatorischen 
Signalisierung (Interleukine) oder strukturellen Veränderungen (NGAL, KIM-1) [70]. Dennoch 
lohnt die Suche nach weiteren Biomarkern, nicht nur um die Diagnose und Prognosestellung 
zu verbessern, sondern auch um die Vorgänge während der akuten Tubulusschädigung 
besser zu verstehen und geeignete Therapiemaßnahmen zu entwickeln. 
Bisher besteht die Therapie hauptsächlich in der Prävention eines akuten Nierenversagens 
durch Aufnahme von Flüssigkeit, um einer Hypovolämie entgegenzuwirken, zusammen mit 
der Aufrechterhaltung einer ausreichenden Sauerstoffzufuhr sowie der Überwachung der 
zentralvenösen Sauerstoffsättigung [46]. Eine Option der Prävention im Rahmen operativer 
Eingriffe sind Fern-Präkonditionierungen, bei denen ein ischämischer Schaden, 
beispielsweise am Arm oder Bein mit Hilfe von Blutdruckmanschetten, gesetzt wird [71]. Im 
Falle einer chronischen Erkrankung stehen ebenfalls vorbeugende Maßnahmen im 
Vordergrund, wie die Kontrolle des Blutdrucks bzw. die pharmakologische Behandlung von 
Bluthochdruck und eine Verbesserung des Lebenswandels im Sinne der Vermeidung von 
Übergewicht und Fettleibigkeit und der Raucherentwöhnung [72]. Sobald ein Patient schon 
von einer chronischen Nierenerkrankung betroffen ist, kommen als therapeutische 
Maßnahmen zunächst Hämodialyse, Peritonealdialyse und Nierentransplantation in Betracht 
oder eine medikamentöse Behandlung zur Linderung von mit der Erkrankung 
einhergehenden Begleiterscheinungen; falls keine Dialyse oder Transplantation möglich ist 
[73]. 
1.2.2 Glomeruläre Erkrankungen 
 
Das Spektrum an glomerulären Erkrankungen ist vielfältig und begründet sich fast 
ausschließlich auf einer Schädigung, dem Verlust oder der Dysfunktion der Podozyten. Dazu 
gehören unter anderem die fokal segmentale Glomerulosklerose, die Minimal-Change-
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Glomerulonephritis, das Alport-Syndrom, die rapid-progressive Glomerulonephritis oder die 
diabetische Nephropathie [74]. Der Podozyt unterliegt den verschiedensten Einflüssen, ob 
genetisch, durch metabolische Störungen, Infektionen, toxische Belastungen, 
hämodynamische Veränderungen oder immunologisch bedingt, so vielfältig wie die 
Bandbreite an Erkrankungen, die aus einer Podozytenschädigung resultieren, so vielfältig 
sind auch ihre Auslöser [74, 75]. Aufgrund dessen und da im Rahmen der Dissertation 
hauptsächlich die fokal segmentale Glomerulosklerose (FSFG) bzw. die Reduktion von 
Nierenmasse, einer der Auslöser der sekundären FSGS, betrachtet wurden, erfolgt lediglich 
eine genauere Beschreibung der FSGS. 
 
1.2.2.1 Die fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) 
 
Die FSGS lässt sich anhand ihrer Ätiologie in zwei Kategorien einteilen: die primäre FSGS, 
deren Auslöser unbekannt ist (idiopathische FSGS, ca. 80% der Fälle), und die sekundäre 
FSGS, die auf einer Reduktion der Nierenmasse und damit einhergehend Hyperfiltration der 
verbliebenen Nephrone, genetischen Faktoren oder der Einwirkung von Toxinen und Viren 
beruhen. Klinisch zeichnet sich die fokal segmentale Glomerulosklerose durch Proteinurie in 
Begleitung von Hypoalbuminämie, Hypercholesterinämie und Ödemen aus [76]. 
Histopathologisch werden verschiedene Klassifizierungen an glomerulären Läsionen 
unterschieden: 1) die perihiläre Form, bei der eine Sklerose (Vernarbung) und Hyalinose 
(Hyalinablagerungen) meist fokal und am vaskulären Pol auftreten [77]; 2) die zellreiche 
Variante, bei der die Kapillaren mit Zellinfiltraten, z.B. durch Leukozyten, ausgefüllt sind, oft 
auch einhergehend mit einer Hyperplasie der parietalen Epithelzellen [78]; 3) die Tip-Läsion, 
eine segmentale sklerotische Läsion am Urinpol des Glomerulus, die das Kapillargeflecht mit 
dem Tubulusepithel verbindet [79]; 4) die kollabierende Variante, bei der das Kapillarkonvolut 
kollabiert und vollständig sklerosiert ist [80] und 5) die NOS (kurz für engl. Not otherwise 
specified) Form, die am häufigsten vorkommt und sich durch fokal (nicht alle Glomeruli sind 
betroffen) auftretende, segmentale sklerotische Läsionen auszeichnet [77]. 
Die Ursachen, die zu einer primären FSGS führen, sind bislang noch nicht geklärt. Allerdings 
wird ein löslicher und im Blut frei zirkulierender Faktor als Auslöser vermutet, da es häufig in 
Patienten mit primärer FSGS nach einer Nierentransplantation zur Wiederkehr der 
Erkrankung kommt. Ebenso führt eine Plasmapherese, also der Ersatz des Blutplasmas, 
oftmals zur Reduktion der Proteinurie [76]. Bislang wurden nur wenige Kandidaten als FSGS 
auslösender, zirkulierender Faktor genannt, darunter der lösliche Urokinase-Rezeptor (kurz 
suPAR für engl. Soluble urokinase-type plasminogen activator receptor). In Mausmodellen 
erfolgte aufgrund der Aktivierung von Integrin ?3 im Podozyten durch suPAR ein 
Verschmelzen der podozytären Fußfortsätze, was wiederum zur Proteinurie führte. In 
humanen Patienten mit FSGS konnten erhöhte Serumwerte des Faktors sowie eine 
Einleitung 
14 
Verbindung zwischen erhöhten suPAR Konzentrationen und dem Wiederauftreten der FSGS 
nach Transplantation festgestellt werden [81]. Bislang konnte im Menschen allerdings nicht 
eindeutig nachgewiesen werden, dass suPAR die FSGS auslöst. Ebenso erbrachten auch 
Studien mit Tierversuchsmodellen keine eindeutigen und zum Teil sogar kontroverse 
Ergebnisse. Somit bleibt weiterhin fraglich, ob suPAR wirklich Auslöser der primären FSGS 
ist und seine Untersuchung einen Beitrag zur Verbesserung von Diagnose und Therapie 
leisten kann [82]. 
Die Ursachen, die zu einer sekundären FSGS führen, sind ebenso vielfältig. Als Ursache für 
die genetisch bedingte FSGS wurden Veränderungen in zwei Genen – MYH9 und APOL1 – 
detektiert, die vor allem bei afrikanischstämmigen Patienten mit chronischer 
Nierenerkrankung auftreten. MYH9 codiert für die schwere Kette des Myosins (Myosin heavy 
chain 9), welches ein Bestandteil des podozytären Zytoskeletts ist [83, 84]. 
Sequenzvarianten im zum MYH9-Gen benachbart liegenden APOL1-Gen dagegen ergaben 
einen wesentlich stärkeren Einfluss auf die Ausbildung einer FSGS. Dieses Gen codiert für 
das Apolipoprotein 1, bei dem es sich um einen Plasmafaktor handelt, der die Lyse von 
Schlafkrankheit induzierenden Parasiten bewirkt. Ähnlich wie die genetisch bedingte 
Sichelzellanämie die Träger der Genvariante vor Malaria schützt, aber eine 
Hämoglobinopathie hervorruft, sind Träger des veränderten APOL1-Gens vor einer 
Erkrankung an der Schlafkrankheit geschützt, haben aber ein hohes Risiko an einer FSGS 
zu erkranken [85]. Weitere genetische Faktoren sind Veränderungen in Genen, die für 
podozytäre Proteine codieren, wie beispielsweise ?-Actinin-4, Nephrin, Podocin oder CD2AP 
[86]. Die sekundäre FSGS kann zudem auch durch Viren und Toxine ausgelöst werden. 
Letztere haben oftmals eine negative Wirkung auf die Zytoskelettstruktur der Podozyten, 
während Viren entweder den Podozyten direkt infizieren können oder über freigesetzte 
inflammatorische Zytokine schädigend auf den Podozyten wirken [80, 87]. Ein weiterer 
Faktor, der zur Ausbildung einer sekundären FSGS führt, ist die Veränderung der 
Hämodynamik. Dazu zählt die Reduktion der Nierenmasse bzw. der Anzahl funktioneller 
Nephrone, beispielsweise durch tumorbedingte Nephrektomie oder die geringe Ausstattung 
mit Nephronen aufgrund eines geringen Geburtsgewichtes. Ebenso üben eine Erhöhung des 
Blutvolumens und damit der Filtration, beispielsweise durch Übergewicht bzw. Fettleibigkeit, 
sowie Bluthochdruck und Herz-Kreislauferkrankungen zusätzlichen Stress auf die eingangs 
normalen Nephrone aus [76]. Um dem kompensatorisch entgegenzuwirken, hypertrophieren 
Podozyten und Glomeruli. Eine weitere Progression der Erkrankung führt letztlich zum 
Verlust der Podozyten, was weiterhin durch Hypertrophie versucht wird auszugleichen. 
Jedoch beginnen sich ab einem podozytären Verlust von 20% sklerotische Läsionen zu 
entwickeln [74]. Viele Tierversuchsmodelle basieren genau auf diesem Prinzip, wie die im 
Rahmen dieser Dissertation benutzten Modelle der Uninephrektomie und subtotalen 
Nephrektomie. 
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Mit Hilfe dieser Modelle konnte zudem ein weiterer negativer Faktor zur Ausbildung 
sklerotischer Läsionen ausgemacht werden. So konnte in Mäusen, die einer subtotalen 
Nephrektomie zusammen mit der Erhöhung des Blutdruckes (5/6 Nx+DOCA/Salz-Modell) 
unterzogen wurden, die Ausbildung einer Verbindung zwischen Bowmanscher Kapsel und 
Kapillargeflecht beobachtet werden. Die parietalen Epithelzellen wurden dabei in einen 
aktiven Zustand versetzt, was ersichtlich wurde durch die de novo Expression von CD44, 
und migrierten auf das Kapillargeflecht. Dort lagerten sie extrazelluläre Matrix ab und trugen 
somit zur Sklerosebildung bei [88]. Gegenstand weiterer Untersuchungen bleibt dabei, was 
die Aktivierung und die Migration der parietalen Epithelzellen auslöst, ebenso wie dies 
verhindert werden kann (drittes Teilprojekt der Dissertation). 
 
1.2.2.2 Tierversuchsmodelle zur Untersuchung der FSGS 
 
Zur Untersuchung der fokal segmentalen Glomerulosklerose gibt es verschiedene 
Tierversuchsmodelle. Da genetische Veränderungen podozytärer Gene auch im Menschen 
beobachtet wurden, sind Veränderungen – Knockout, Mutation etc. – dieser Gene in 
transgenen Mausmodellen beliebte Methoden. Damit lassen sich zudem die Funktionen der 
von diesen Genen codierten podozytären Proteine aufschlüsseln [16, 89-91]. Zahlreich sind 
auch die Modelle, die durch Gabe von Toxinen oder Medikamenten eine FSGS hervorrufen. 
Die ältesten Modelle sind dabei das Adriamycin-Modell (ADR) und Puromycin 
Aminonukleosid Nephritis-Modell (PAN), bei denen Adriamycin bzw. Puromycin subkutan, 
intraperitoneal oder intravenös verabreicht wird und einen oxidativen Schaden über den 
Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies im Podozyten auslösen soll [92, 93]. Ein weiteres 
Modell, welches gezielt die Podozyten schädigt und zu deren Verlust führt, ist das transgene 
Diphterie-Toxin-Modell. Dabei wird in die Tiere ein Transgen eingebracht, welches das Gen 
für den humanen Diphterie-Toxin-Rezeptor (hDT-R) trägt. Regulär sind Mäuse aufgrund des 
fehlenden Rezeptors unempfindlich gegenüber dem Toxin. Dieses Transgen untersteht dem 
Podocin-Promotor, wodurch nur die Podozyten diesen Rezeptor exprimieren. Wird nun das 
Diphterie-Toxin verabreicht, können die Podozyten es aufnehmen und werden somit vom 
Kapillargeflecht abgelöst [94]. Modelle, die auf der adaptiven Hämodynamik basieren und im 
Rahmen der Dissertation verwendet wurden, sind die Uni- sowie subtotale Nephrektomie, die 
subtotale Nephrektomie in Kombination mit Deoxycorticosteronacetat (DOCA)/Salz-
Behandlung sowie das Modell der Munich-Wistar-Froemter (MWF) Ratte. Sämtliche 
Nephrektomie-Modelle basieren auf der Hypertrophie der verbliebenen Nephrone bzw. 
Glomeruli. Dabei ist der genetische Hintergrund der genutzten Tiere von Bedeutung, da die 
Schädigung unterschiedlich stark ausgeprägt ist je nach Anfälligkeit gegenüber der 
Reduktion der Nephronanzahl. Ebenso verhält es sich bei Tieren, die einer Kombination aus 
Nephrektomie und DOCA/Salz-Behandlung unterzogen werden [95-97]. Bei der MWF 
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Rattenlinie handelt es sich um ein Zuchtmodell, bei denen mehrere Generationen von Ratten 
mit hypertensiven Eigenschaften verpaart wurden. Bei dieser Rattenlinie entwickeln 
vorzugsweise die Männchen im Alter von 40 Wochen spontan eine fokal segmentale 
Glomerulosklerose. Maßgeblich beruht die schleichende Entstehung der FSGS in MWF 
Ratten auf einer genetisch bedingten Reduktion der Nephronanzahl und vor allem bei 
männlichen Tieren einer Vergrößerung des glomerulären Volumens. Dies führt zur 
Ausbildung einer Hypertonie und später zur Dysfunktion der Niere aufgrund der durch die 
Hyperfiltration entstehenden glomerulären Proteinleckagen [98-102]. Bislang konnte die 
genetische Grundlage für die sich spontan entwickelnde FSGS nicht vollends aufgedeckt 
werden. Allerdings gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von Genen des 
Rattenchromosoms 8 (RNO8) ebenso wie des Rattenchromosoms 6 (RNO6) [103, 104]. 
Ebenso ergab die Untersuchung von 59 an der Nierenentwicklung beteiligten Genen eine 
verminderte Expression des Hepatozytenwachstumsfaktors (HGF, Abk. für engl. Hepatocyte 
growth factor) [103]. Ob die Expression von HGF im adulten Tier auch noch vermindert ist, 
ist derzeit nicht näher bekannt. 
 
1.2.2.3 Diagnose und Therapie glomerulärer Erkrankungen 
 
Die Diagnose der FSGS erfolgt hauptsächlich über eine ausführliche Anamnese, Messung 
der Proteinurie sowie glomerulären Filtrationsrate und der Betrachtung der Histopathologie 
von Biopsiegewebe [75]. Noch sind keine verlässlichen Biomarker zur Diagnosestellung 
verfügbar, wobei der lösliche Faktor suPAR als potenzieller Kandidat gehandelt wird, aber 
umstritten ist (s. Kapitel 1.2.2.1) [82]. Der Test auf genetische Veränderungen, z.B. des 
APOL1-Gens, kann zudem einen Einfluss auf die Prognose des Patienten haben [105]. Auch 
die Analyse des Urins auf podozytäre Proteine als Biomarker Untersuchung ist angedacht 
und könnte bei der Beurteilung der Erkrankung, deren Fortschreitens sowie der 
therapeutischen Effektivität beitragen [106]. 
Die bisherigen therapeutischen Maßnahmen zielen hauptsächlich darauf ab, den Blutdruck 
zu senken und inflammatorischen Mechanismen entgegenzuwirken. Dadurch soll die 
Proteinurie gemildert, die Lebensqualität verbessert sowie das Langzeit-Überleben erhöht 
werden [76]. Eines der ersten Mittel der Wahl zur Behandlung der FSGS sind 
Kortikosteroide. Wie sie genau wirken, ist dabei weitgehend unbekannt. Ihren Einsatz fanden 
sie dennoch, da anfangs eine immunologische Ursache der FSGS Entstehung angenommen 
wurde [107]. Die Behandlung mit Medikamenten, die das Renin-Angiotensin-System 
beeinflussen, wie beispielsweise ACE-Hemmer, wird ebenfalls empfohlen. Diese bewirken 
eine Blutdrucksenkung und nehmen Einfluss auf den tubuloglomerulären Feedback-
Mechanismus [101, 108]. Neuere therapeutische Mittel sind monoklonale Antikörper, wie 
Rituximab und Adalimumab. Diese sind gegen Zytokine oder Chemokine gerichtet, die 
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während der FSGS-Progression von Podozyten sezerniert werden. Erste Studien ergaben 
einen positiven Effekt, die Wirksamkeit und Effizienz dieser Antikörper-basierten Therapie 
muss aber noch genauer untersucht werden [107]. Ist die FSGS schon zu weit 
fortgeschritten, kommen nur noch Dialyse und Nierenersatztherapien in Frage [73]. 
Da diese Therapien alle nicht an der Ursache der FSGS angreifen, sind ein verbessertes 
Verständnis der Pathogenese und neue Ansätze für therapeutische Maßnahmen von Nöten. 
Zusätzlich bot die Entdeckung potenzieller intrarenaler Progenitorzellen Hoffnung, neue 
therapeutische Ansätze im Feld der regenerativen Medizin zu finden [40-43]. 
1.3 Regeneration 
1.3.1 Mechanismen der Regeneration verschiedener Organepithelien 
 
Bevor auf die bisherigen Erkenntnisse zur Regeneration des glomerulären sowie 
Tubulusepithels eingegangen wird, soll ein kurzer Blick auf die Mechanismen der 
Regeneration und Schadensreparatur in anderen Organepithelien geworfen werden. Denn 
sehr häufig wird das hohe Potenzial der Niere, vor allem des Tubulusepithels, sich 
vollständig und in kurzer Zeit nach einem akuten Schaden zu erholen mit den regenerativen 
Eigenschaften anderer Organe, wie Haut, Darm oder Leber, verglichen. Unter 
physiologischen Bedingungen weisen intestinale und dermale Epithelien mit einer 
kompletten Selbsterneuerung innerhalb von fünf Tagen bzw. vier Wochen eine wesentlich 
schnellere Zell-Turnover-Rate als die Niere auf [109-111]. Trotz dem niedrigen, 
physiologischen Zellumsatz ist die Niere in der Lage, schnell auf eine Schädigung zu 
reagieren und zu regenerieren. Tatsächlich muss zwischen der Regeneration zur Bewahrung 
des physiologischen Zustandes und der zur Reparatur geschädigten Gewebes 
unterschieden werden. So erfolgt die Aufrechterhaltung des intestinalen Gewebeverbandes 
im gesunden Zustand zwar über die Teilung von Stammzellen, die in den Darmkrypten 
lokalisiert sind [112]. Eine Schädigung erfordert allerdings zusätzliche Mechanismen der 
Wundheilung: die Dedifferenzierung von benachbarten Epithelzellen, die Migration dieser zur 
Wunde und die Redifferenzierung mittels Neugestaltung des Zytoskeletts [113-116]. Ebenso 
wie es für die Regeneration der Niere der Fall ist, herrscht rege Diskussion um die 
regenerativen Mechanismen in dermalen Epithelien. Während zur Wundheilung eine 
Rekrutierung von Stammzellpopulationen zur Wunde beobachtet wurde, von denen 
angenommen wurde, dass jede eine eigene Einheit an epidermalen Klonen bildet [117, 118], 
wiesen andere Studien Progenitorzellpopulationen mit vorherbestimmtem Schicksal auf, die 
zur normalen Homöostase der Epidermis beitrugen [119, 120]. Aber es konnte gezeigt 
werden, dass – ebenso wie in intestinalen Epithelien – beide Theorien existent sind, denn 
zur Regeneration des geschädigten Gewebes werden Stammzellen aktiv, während die 
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Aufrechterhaltung des normalen Gewebeverbandes im physiologischen Zustand die 
Progenitorzellen übernehmen, deren Schicksal schon vorherbestimmt ist [121]. Auch die 
Leber ist ein Organ mit besonders starkem regenerativem Potenzial. Ähnlich wie die Niere 
weist die gesunde Leber eine sehr geringe Zell-Turnover-Rate auf [122, 123]. Dennoch ist 
sie in der Lage, nach partieller Hepatektomie ihre komplette Masse durch ein oder zwei 
Teilungszyklen der verbliebenen Hepatozyten wiederherzustellen [124, 125]. Dieses hohe 
Reparaturpotenzial ist zugleich limitiert, da die regenerative Kapazität der Hepatozyten durch 
Seneszenz oder massive Schädigung des Leberparenchyms beeinträchtigt sein kann. In 
diesem Fall können vorhandene Leberprogenitorzellen aktiviert werden, die dann 
proliferieren und den Regenerationsprozess der überlebenden Hepatozyten unterstützen 
[123]. Im Gegensatz zur komplexen Struktur der Niere ist die Leber vergleichsweise 
homogen aufgebaut. Daher kann die Regeneration nach Hepatektomie eher als 
kompensatorisches Wachstum der verbliebenen Hepatozyten angesehen werden. Dafür 
spricht auch, dass die entfernten Leberlappen nicht wiederhergestellt werden, sondern die 
überlebenden Leberzellen proliferieren, bis die ursprüngliche Lebergröße wieder erreicht ist 
[126]. 
Es gibt zwar Parallelen zwischen der physiologischen und reparativen Regeneration der 
Organepithelien, dennoch sollte die Situation individuell für jedes Epithel innerhalb seiner 
spezifischen Umgebung betrachtet werden. 
1.3.2 Regeneration renaler Epithelien 
 
Noch lange bevor das Konzept der Stamm- oder Progenitorzellen als Hypothese formuliert 
sowie belegt werden konnte, wurde postuliert, dass die Nierenstruktur durch die 
Dedifferenzierung und Proliferation überlebender Epithelzellen erneuert wird [127-129]. In 
den 1970er Jahren machten elektronenmikroskopische wie auch immunhistochemische 
Untersuchungen die außerordentliche regenerative Fähigkeit des tubulären Epithels nach 
verschiedenen Schadensmodellen sichtbar [47, 130-135]. Obwohl diese Studien einige 
Jahre nach der ersten Beschreibung von Stammzellen des Knochenmarks entstanden [136], 
wurde lange Zeit nicht einmal die Existenz einer intrarenalen Stamm- oder Progenitorzelle in 
Betracht gezogen. Eine der ersten Studien, die die Möglichkeit einer solchen Zellpopulation 
andeutet, beschrieb die klonale Expansion aus einer einzigen Zelle zur Formung eines 
vollständigen Tubulus während der in vitro Tubulogenese [137]. Unabhängig von der 
Existenz einer intrarenalen Stammzelle kam im Jahr 2001 eine neue Perspektive für 
Stammzell-basierte Therapien nach verschiedensten Organschädigungen auf, da die 
Fähigkeit von Stammzellen des Knochenmarks sich in Epithelzellen der Lunge, Leber, des 
Gastrointestinaltrakts, der Haut und auch der Niere zu differenzieren festgestellt wurde [138]. 
Daraufhin unterstützten nachfolgende murine wie humane Studien, in denen Knochenmark- 
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oder hämatopoetische Stammzellen oder Nierentransplantate aus andersgeschlechtlichen 
Spendern in akut geschädigte Organismen eingebracht wurden, die These, dass extrarenale 
Stammzellen zur tubulären Reparatur beitragen [139-141]. Diese Befunde wurden allerdings 
kontrovers diskutiert, da ähnliche Experimente weder Anzeichen für eine dauerhafte 
Integration transplantierter Knochenmark- oder hämatopoetischer Stammzellen detektieren 
noch eine Verbesserung der Nierenfunktion feststellen konnten [142-145]. Zusätzlich zur 
Knochenmark-Stammzell-Therapie wurde auch die Therapie der akuten Nierenschädigung 
basierend auf mesenchymalen Stammzellen in Betracht gezogen und eine unterstützende 
Wirkung auf die Regeneration und den Erhalt der Nierenfunktion durch diese Zellen 
beobachtet [145]. Verschiedene Studien konnten belegen, dass der positive Effekt der 
Stammzellen auf der Wirkung der von den injizierten oder transplantierten Stammzellen 
sezernierten Faktoren beruht [146-150]. Im Jahr 2008 lieferte die Gruppe um Humphreys mit 
Hilfe eines transgenen Modells, welches genetisch sämtliche Tubulusepithelzellen markierte, 
den Beleg, dass keine extrarenalen sowie extratubulären Zellen an der Wiederherstellung 
der Struktur und Funktion des Tubulussystems beteiligt sind [151] (Abb. 1.4). Die Suche 
nach einer intrarenalen Progenitorzelle wurde vielfach mit Hilfe von so genannten „Label-
retaining“ Experimenten fortgeführt. Dabei wird ein Thymidin-Analogon verabreicht, welches 
während der Synthesephase des Zellzyklus in die DNA eingebaut wird und später 
immunologisch detektierbar ist. Zellen, in deren DNA das Thymidin-Analogon noch lange 
nach der Schädigung und der abgeschlossenen Regeneration vorzufinden war und nicht 
durch vermehrte Zellteilungen ausgedünnt wurde, werden „Label-retaining cells“ kurz LRCs 
genannt. Mit Hilfe dieser Technik wurden LRCs in der Papille gefunden, von denen vermutet 
wurde, dass sie nach einer Schädigung migrieren und an der Reparatur der proximal 
gelegenen Tubulusabschnitte beteiligt seien [152]. 
Durch Label-retaining Experimente in gesunden Ratten dagegen konnte beobachtet werden, 
dass unter physiologischen Bedingungen vollständig differenzierte proximale Tubuluszellen 
in der Lage sind sich zu teilen [153, 154]. Das ließ vermuten, dass das ältere Konzept der 
Dedifferenzierung und Proliferation überlebender Tubulusepithelzellen weiterhin Bestand hat. 
Dennoch wurde an der Suche nach einer intrarenalen Progenitorzelle festgehalten, was zur 
Isolation und Charakterisierung von potenziellen Progenitorzellen aus verschiedenen 
Tiermodellen, aber auch humanen Nieren führte [41, 155-161]. Ein Großteil der Ergebnisse 
dieser Studien beruht auf in vitro Analysen oder der Injektion der isolierten Zellen in 
Tierversuchsmodelle, daher lassen sich die erhobenen Daten nicht exakt auf die wirklichen 
in vivo Vorgänge übertragen. So existieren auch zahlreiche Studien, die darauf hinweisen, 
dass es keine intrarenalen Progenitorzellen gibt, sondern der Tubulus aufgrund der 
Dedifferenzierung und Proliferation überlebender Epithelzellen regeneriert [162-165]. 
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Abb. 1.4: Mögliche Mechanismen der Regeneration des tubulären Epithels. Die Regeneration durch infiltrierende 
extrarenale bzw. extratubuläre Zellen konnte bereits durch Humphreys et al. ausgeschlossen werden [151]. 
 
Einige der Studien zu intrarenalen Progenitorzellen beziehen sich nicht nur auf die 
Regeneration des tubulären, sondern auch des glomerulären Epithels. Besonders die 
Untersuchungen der Gruppe um Romagnani interpretieren die Funktion der parietalen 
Epithelzellen der Bowmanschen Kapsel als die der Progenitorzelle zum Ersatz verlorener 
Podozyten [41, 43, 166]. Diese Forschergruppe ist die erste, die eine gemeinsame 
Expression der Marker CD133 und CD24 in parietalen Epithelzellen und einzelnen, verteilten 
Tubuluszellen im Menschen beschrieb. Darauf beruhen auch die Theorien, dass es sich bei 
diesen Zellen um Progenitoren für das jeweilige Epithel handelt oder auch dass die 
parietalen Epithelzellen zur Regeneration des Tubulus mittels Migration von der 
Bowmanschen Kapsel ins Tubulusepithel beitragen [166]. Zwei weitere Studien, die die 
einzelnen und verteilten CD133/CD24-positiven Tubuluszellen näher charakterisieren, 
interpretieren ihre Eigenschaften gegensätzlich. Beide Studien beschreiben 
übereinstimmend eine veränderte Morphologie der einzelnen, verteilten Tubuluszellen, die 
sich durch einen geringen bzw. kaum vorhandenen Bürstensaum, geringe Anzahl an 
Mitochondrien und verminderten basolateralen Einfaltungen kennzeichnen (Abb. 1.3). 
Dennoch kann es sich um Zellen handeln, die aufgrund einer Schädigung dedifferenzieren 
und daher diese Marker exprimieren und dann proliferieren oder aber auch um eben 
intratubuläre Progenitorzellen, die den Tubulus reparieren [165, 167]. Mit Hilfe der spezifisch 
die Parietalzellen markierenden PEC-rtTA Maus konnte in einer dieser Dissertation 
vorangegangenen Studie gezeigt werden, dass während der späten renalen Entwicklung 
parietale Epithelzellen auf das Kapillargeflecht migrieren und dort zu Podozyten 
differenzieren [42] (Abb. 1.5). Die Frage, ob die parietalen Epithelzellen als Progenitoren 
auch im adulten Zustand funktionieren, blieb bisher ungeklärt. Ebenso gilt es zu 
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untersuchen, ob der Tubulus mit Hilfe intratubulärer Progenitoren oder durch überlebende 
Epithelzellen, die dedifferenzieren und proliferieren, regeneriert wird (Abb. 1.4). 
 
 
Abb. 1.5: Parietale Epithelzellen (grün) migrieren während der späten renalen Entwicklung auf das 
Kapillargeflecht und differenzieren dort zu Podozyten (links nur blau, rechts blau mit grünen migrierten Zellen). 
Abbildung in englischer Sprache bereits veröffentlicht [168]. 
 
juveniler Glomerulus adulter Glomerulus
Alter
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1.4 Zielsetzung der Dissertation 
 
Auch in der genetisch die Parietalzellen markierenden PEC-rtTA Maus konnte festgestellt 
werden, dass einzelne, verteilte Tubuluszellen miterfasst wurden (Abb. 1.5). Mit Hilfe dieses 
Mausmodells sollen die einzelnen, verteilten Tubuluszellen genauer charakterisiert werden. 
Dies erfolgt mittels der Analyse des proliferativen Verhaltens der Zellen, ebenso wie ihrer 
Markerexpression. Damit soll auch untersucht werden, ob diese genetisch markierten 
Tubuluszellen mit den einzelnen, verteilten Tubuluszellen in humanen Biopsien verglichen 
werden können. Abschließend soll mit Hilfe eines Experimentes, bei denen die irreversibel 
markierten Tubuluszellen über den Zeitraum der Regeneration nach Induktion eines akuten 
Schadens verfolgt werden, Aufschluss darüber gebracht werden, ob diese Zellen als 
Progenitoren agieren. 
 
 
Abb. 1.5: ?-Galaktosidase-gefärbter Kryoschnitt der Niere einer gesunden PEC-rtTA Maus. Neben der 
genetischen Markierung der Parietalzellen (Pfeilspitze) werden auch einzelne, verteilte Tubulusepithelzellen 
genetisch markiert (Pfeile). 
 
Neben der Analyse der tubulären Regeneration soll auch der mögliche Ersatz glomerulärer 
Epithelzellen im adulten Organismus durch parietale Epithelzellen untersucht werden. Dafür 
soll mittels Nierenmassereduktion eine glomeruläre Hypertrophie erzeugt werden, die einen 
ausreichenden Stimulus für die Migration der Parietalzellen von der Bowmanschen Kapsel 
auf das Kapillargeflecht bedeutet. Bereits bekannt ist, dass ein zu starker Stimulus und damit 
zu hoher Podozytenverlust zur Ausbildung einer fokal segmentalen Glomerulosklerose führt. 
Dabei werden parietale Epithelzellen aktiviert, was an der de novo Expression von CD44 
erkenntlich ist. 
In einem dritten Teilprojekt soll mit Hilfe des FSGS-Modells der MWF Ratte geklärt werden, 
ob die pharmakologische Inhibition eines Wachstumsfaktorrezeptors (EGF-Rezeptor) zur 
Inaktivierung der Parietalzellen führt und ob dies einen Rückgang der Sklerose-Progression 
bewirkt. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Verwendete Laborgeräte 
 
Laborgerät Hersteller 
Analyse-Feinwaage Summit SI-234 Denver Instrument, Deutschland 
Analysewaage Sartorius, Deutschland 
BD FACSCanto II  BD Becton Dickinson Biosciences, USA 
Blutdruckmessgerät CODATM, High Troughput Kent Scientific Corporation, USA 
Brutschrank Memmert, Deutschland 
Chirurgisches Operationsbesteck Aesculap, Deutschland 
CO2 Inkubator HERAcell®  Thermo Fisher Scientific, USA 
Dreh-Schüttelapparat Rettberg R-01 MAGV GmbH, Deutschland 
Färbekammern Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland 
Färbeschalen Bio Optica, Italien 
Flüssigkeits-Absaugsystem BVC 21 Vacuubrand GmbH+ CO KG, Deutschland 
Gavagekanülen Edelstahlkanüle Olive B, 10 cm Acufirm GmbH, Deutschland 
Gefrierschrank -80°C Nunc GmbH+ CO KG, Deutschland 
Geldokumentationsystem Felix 1040 Biostep GmbH, Deutschland 
Glas Färbekästen nach Hellendahl Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland 
Hochfrequenzchirurgiegerät Erbotom ACC 456 Erbe, Deutschland 
Kamera KY-F1030  JVC, Deutschland 
Kryomikrotom Leica® CM3050S Leica Biosystems GmbH, Deutschland 
Kühlschränke und Gefrierschränke -20°C Liebherr, Deutschland 
Licht- & Fluoreszenzmikroskop Biorevo BZ-9000 Keyence Corporation, Deutschland 
Licht- & Fluoreszenzmikroskop Leica® DMRX Leica Biosystems GmbH, Deutschland 
Lichtmikroskop Leica® 512661 Leica Biosystems GmbH, Deutschland 
Magnetrührer IKA Werke GmbH & Co.KG, Deutschland 
Mikrowelle Bosch, Deutschland 
Objektträgerfärbeset Bio Optica, Italien 
Paraffinausgießstation Leica® EG1160 Leica Biosystems GmbH, Deutschland 
Pipetten (2?l, 10?l, 20?l, 100?l, 1000?l)   Gilson, Frankreich 
Rotationsmikrotom Leica® RM2445 Leica Biosystems GmbH, Deutschland 
Stereoskop Leitz Typ 384000 Wild Heerbrugg, Schweiz 
Sterilbank für Zellkultur HERAsafe® HS Thermo Fisher Scientific, USA 
Vortex-genie 2  Scientific Industrie, USA 
Wärmeplatte, 37°C Leihgabe Klinik für Plastische Chirurgie, Hand?
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und Verbrennungschirurgie des UK Aachen 
Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Deutschland 
Zentrifuge Heraeus® Biofuge fresco Thermo Fisher Scientific, USA 
Zentrifuge Heraeus® Multifuge 3 L-R Thermo Fisher Scientific, USA 
2.1.2 Verwendete Software 
 
Software Hersteller 
Adobe Illustrator CS4 Adobe Systems Incorporated, USA 
Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems Incorporated, USA 
BZ II Analyzer Keyence Corporation, Deutschland 
DISKUS-1394 Carl H. Hilgers, Deutschland 
FlowJo Tree Star Inc., USA 
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, USA 
Microsoft® Office Excel 2003 Microsoft Corporation, USA 
2.1.3 Verwendete Verbrauchsmaterialien 
 
Verbrauchsmaterialien Hersteller 
Deckgläschen Thermo Scientific, Deutschland 
EDTA-Röhrchen 1,3 ml, EDTA K3E Sarstedt AG & Co., Deutschland 
Einbettkassetten, Paraffinkonservierung Tissue-Tek® 
Uni-Cassette® 
Sakura Finetek Europe, Niederlande 
Einbettmedium, Kryokonservierung Tissue-Tek® 
OCT™ Compound 
Sakura Finetek Europe, Niederlande 
Einbettschälchen, Kryokonservierung Tissue-Tek® 
Cryomold® 
Sakura Finetek Europe, Niederlande 
Eindeckelmedium, wässrig Immu-Mount® Thermo Scientific, USA 
Einschlussmedium Roti® Histokitt Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland 
Gelatineschwamm Gelastypt® Sanofi-Aventis, Deutschland 
Glaskapillaren Sodaklarglas, 0.8 mm Durchmesser, 
30 mm Länge 
Hilgenberg, Deutschland 
Handschuhe, puderfrei Sempercare, Österreich 
Injektionsnadeln BD MicrolanceTM 22G, 27G Becton Dickinson, Irland 
Kryoröhrchen Cryovial®, 2ml STARLAB GmbH, Deutschland 
Nahtmaterial, chirurgisch, nicht resorbierbar 
Mersilene, USP 2-0 
Ethicon©, Deutschland 
Nahtmaterial, chirurgisch, nicht resorbierbar, monofil 
Ethilon, USP 7-0 
Ethicon©, Deutschland 
Objektträger, Superfrost Plus® Thermo Scientific, Deutschland 
Pipette 10 ml Caster Corning, USA 
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Pipette 2 ml BD Biosciences, USA 
Pipette 5 ml, 20 ml Greiner bio-one, Deutschland 
Pipettenspitzen Eppendorf, Deutschland 
Reaktionsgefäße 1,5 ml, 2 ml Eppendorf, Deutschland 
Reaktionsgefäße 15 ml, 50 ml Greiner bio-one, Deutschland 
Rundbodenröhrchen 5 ml BD Biosciences, USA 
Serumröhrchen 1,1 ml, Z-Gel Sarstedt AG & Co., Deutschland 
Skalpell Feather Safety Razor Co LTD, Japan 
Spritzen, steril 1 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml BD Biosciences, Deutschland 
Urin-Teststreifen Combur-Test® Roche, Deutschland 
Waagschalen VWR International GmbH, Deutschland 
Zellsiebe, 40 ?m, blau  BD Biosciences, USA 
Zellsiebe, 100 ?m, gelb  BD Biosciences, USA 
2.1.4 Verwendete Chemikalien 
 
Chemikalie Hersteller 
5-Bromo-2-desoxyuridin (BrdU) Sigma-Aldrich®, USA 
Aceton Universitätsklinikum Aachen 
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat Merck, Deutschland 
Ampuwa, Wasser zu Injektionszwecken  Fresenius Kabi, Deutschland 
Antigen-Demaskierungslösung Antigen Unmasking 
Solution, Citric Acid Based 
Vector Laboratories, USA 
Buprenorphin, Temgesic® Essex Pharma, Deutschland 
Chloralhydrat Merck, Deutschland 
DAB Substrat Kit DAB Peroxidase Substrate Kit Vector Laboratories, USA 
Deoxycorticosteronacetat DOCA 50 mg/Pellet Innovative Research of America, Florida 
Deoxynukleotidtriphosphate dNTP Set1 Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland 
Dimethylformamid (DMF)  Merck, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, USA 
Doxyzyklinhydrochlorid (Doxyzyklin) Fargon GmbH & Co, Deutschland 
Erlotinibhydrochlorid (Erlotinib) LC Laboratories, USA 
Essigsäure 100%  Merck, Deutschland 
Ethanol  Otto Fischer GmbH & Co. KG, Deutschland 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, USA 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  Carl Roth GmbH, Deutschland 
Ethylenglykoltetraessigsäure (EGTA)  Fluka, Deutschland 
Formaldehyd 4% (Formalin) Fischar, Deutschland 
Glutaraldehyd 25%  Sigma-Aldrich, USA 
Glyzerol  Invitrogen, USA 
GoTaq DNA Polymerase Promega, USA 
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Hoechst 33342 Sigma-Aldrich, USA 
Isofluran, Forene®, 100% v/v Abott, Deutschland 
K3Fe(CN)6  Sigma-Aldrich, USA 
K4Fe(CN)6  Sigma-Aldrich, USA 
Ketamin 10% Ceva Tiergesundheit GmbH, Deutschland 
Kollagenase Typ IV  Worthington, USA 
Lisinopril-Dihydrat Ratiopharm, Deutschland 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Fluka, Deutschland 
Methanol  VWR International, Deutschland 
Natriumchlorid (NaCl)  Sigma-Aldrich, USA 
Natriumchlorid 0,9% (steril) B.Braun, Deutschland 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Deutschland 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck, Deutschland 
Natriumiodat Merck, Deutschland 
Nonidet P40 (NP40) Fulka, Deutschland 
Ortho-Perjodsäure Sigma-Aldrich, USA 
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Deutschland 
Proteinase K-Lösung Sigma-Aldrich, USA 
Rinderserumalbumin Bovine serum albumin (BSA) Invitrogen, USA 
Salzsäure (HCL) Merck, Deutschland 
Schiffs Reagenz Merck, Deutschland 
SeaKem ® LE Agarose Lonza, Schweiz 
Tris Base Carl Roth GmbH, Deutschland 
Tween-20 Sigma-Aldrich, USA 
Vectastain® Elite® ABC Kit Vector Laboratories, USA 
Viagen DirectPCR Lysis Reagent Viagen Biotech, USA 
Wasserstoffperoxid 30% (H2O2)  AppliChem, Deutschland 
X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-?-D-
galaktopyranosid) 
Fermentas, Kanada 
Xylazin 2% Serumwerk Bernburg, Deutschland 
Xylol  Fischar, Deutschland 
Zitronensäure-Monohydrat Merck, Deutschland 
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2.1.5 Primer für Genotypisierungs-Polymerasekettenreaktionen 
 
Alle Primer sind in 5’? 3’ Richtung angegeben. Die Abkürzungen fwd und rev stehen für 
„forward“ und „reverse“, wobei sich erstere am 5’-Ende und letztere am 3’-Ende des zu 
amplifizierenden Bereiches anlagern. 
 
Tet-On-PCR
fwd AATCGAGATGCTGGACAGGCATCATACCCA 
rev GGCATAGAATCGGTGGTAGGTGTCTCTCTT 
 
Cre-Rekombinase-PCR 
fwd GCATAACCAGTGAAACAGCATTGCTG 
rev GGACATGTTCAGGGATCGCCAGGCG 
 
Thy-1.1-PCR
fwd CGCCTGAGTCCTGATCTCC 
rev AACTGCATCTTCACTGGGT 
 
LacZ-PCR
fwd TTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGA 
rev ATGTGAGCGAGTAACAACCCGTCGGATTCT 
 
EGFP-PCR 
fwd CCTGAAGTTCATCTGCGACCA 
rev GGTCTTGTAGTTGCCGTCGT 
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2.2 Verwendete Puffer und Lösungen 
2.2.1 Verwendete Puffer 
 
Primer Puffer 
 
 10 x TE 100 mM Tris-HCl (pH 7,4) 
 10 mM EDTA (pH 8,0) 
 
PCR-Puffer 
 
Um die Genotypisierungs-PCRs unter für die verwendete Polymerase optimalen 
Bedingungen ablaufen zu lassen, wurde 5 x Green GoTaq Reaction Buffer der Firma 
Promega (USA) benutzt. 
 
Gelelektrophorese Puffer  
 
 50 x TAE 242 g Tris-Base 
  57,1 ml Eis-Essigsäure 
  100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
  ad 1000 ml H2Odd. 
Aus der 5 x Stammlösung wurde durch Verdünnen mit H2Odd. Eine 1 x Arbeitslösung 
hergestellt, so dass die Endkonzentrationen dann wie folgt lauteten: 
 
 1 x TAE 40 mM Tris-Acetat 
 1 mM EDTA 
 
Phosphat-Puffer
 
 1 x PBS (engl. Phosphate-buffered saline) 
 
Für alle Färbungen wurde PBS mit Hilfe von PBS Tabletten (GIBCO®, Großbritannien) 
hergestellt. Dafür wurde eine 5 g Tablette pro 500 ml H2Odd. zur Erstellung einer 1 x Lösung 
gelöst.  
Für die Isolierung von Zellen wurde steriles, speziell für die Zellkultur kommerziell 
erhältliches 1 x PBS (GIBCO®, Großbritannien) verwendet.  
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2.2.2 Verwendete Perfusions-, Postfixierungs- und Färbelösungen 
 
Perfusionslösung
 
 3% PFA 3% Paraformaldehyd 
 ad 1 l 1 x PBS 
  auf pH 7,4 mit 10 N NaOH 
Zum Lösen des Paraformaldehyds wurde die Lösung auf 60°C erwärmt. Die fertige Lösung 
wurde dann sterilfiltriert und in 50 ml Aliquots bei -20°C gelagert.  
 
Postfixierungslösung
 
  2% Glutaraldehyd 
 1 mM MgCl2 
 0,02% NP-40  
 0,01% SDS 
 ad 100 ml   1 x PBS 
Die Lösung konnte nach Ansetzen mehrere Monate bei 4°C gekühlt gelagert werden.  
 
Färbelösungen
 X-Gal Stammlösung Arbeitslösung    
  25 mg/ml 1 mg/ml X-Gal (gelöst in DMF) 
  0,5 M 5 mM K3Fe(CN)6 
  0,5 M 5 mM K4Fe(CN)6 
  1 M 2 mM MgCl2 
    in 1 x PBS  
 Methylgrün 20 g Methylgrün 
 735 ml 0,1 M Essigsäure 
 265 ml  0,1 M Natriumacetat 
  pH 4,2 
 
 Hämalaun 2 g Hämatoxylin 
 0,4 g Natriumjodat 
 100 g Aluminiumkaliumsulfat 
 2 l H2Odd.  
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Diese Bestandteile wurden zuerst bei Raumtemperatur gelöst, darauf erfolgte die 
Zugabe von 
 100 g Chloralhydrat 
 2 g Zitronensäure 
 und die fertige Färbelösung konnte verwendet werden. 
2.2.3 Verwendete primäre und sekundäre Antikörper 
 
Sämtliche im Rahmen dieser Studien verwendeten primären und sekundären Antikörper sind 
in Tabelle 2.1. bzw. Tabelle 2.2. aufgeführt. 
 
Tab. 2.1: Auflistung aller im Rahmen der Promotion benutzten primären Antikörper unter Angabe  
  der für eine Verwendung nötigen Verdünnungen, Bestellnummern und Hersteller. 
Antikörper 
Ver-
dünnung
Bestellnr. Hersteller
Kaninchen anti-eGFP 1:100 632377 Clontech, USA
Maus anti-eGFP 1:100 632381 Clontech, USA
Huhn anti-eGFP 1:500 ab13970 Abcam, Großbritannien
Kaninchen anti-Aquaporin 1 1:100 AQP11-A Alpha Diagnostics Int. Inc., USA
Kaninchen anti-Aquaporin 2 1:100 ab15081 Abcam, Großbritannien
Kaninchen anti-THP 1:100 sc-20631 Santa Cruz Biotechnology, USA
Maus anti-BrdU 1:50 MAB3424 Chemicon (Millipore), USA
Ziege anti-KIM-1 1:500 AF1817 R&D Systems, USA
Kaninchen anti-Annexin A3 1:100 HPA013398 Sigma-Aldrich, USA
Kaninchen anti-SSeCKS 1:100 
selbst 
hergestellt 
Irwin H. Gelman
Kaninchen anti-Claudin 1 1:100 RB-9209-P1 Thermo Fisher Scientific, USA
Ziege anti-Synaptopodin 1:200 sc 21537 Santa Cruz Biotechnology, USA
Ratte anti-Maus CD44v6 1:100 MCA1967 AbD Serotec, USA
Kaninchen anti-WT1 1:50 sc192 Santa Cruz Biotechnology, USA
Maus anti-Ratte CD44 1:100 MCA643 AbD Serotec, USA
Kaninchen anti-LKIV, 
VSV-konjugiuert 
1:25 
selbst 
hergestellt 
Radboud University Nijmegen 
Medical Centre, Niederlande
Kaninchen anti-Nestin 1:200 AB5922 Millipore, USA
Maus anti-GLEPP1 1:100 AM336-5M BioGenex, USA
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Tab. 2.2: Auflistung aller im Rahmen der Promotion benutzten sekundären Antikörper unter Angabe  
  der für eine Verwendung nötigen Verdünnungen, Bestellnummern und Hersteller. 
Antikörper 
Ver-
dünnung
Bestellnr. Hersteller
Esel anti-Huhn Cy2 1:200 703-225-155 Dianova, Deutschland
Esel anti-Maus DyLight 488 1:200 715-485-151 Dianova, Deutschland
Esel anti-Kaninchen 
DyLight 488 
1:200 711-485-152 Dianova, Deutschland
Esel anti-Kaninchen 
DyLight 549 
1:200 711-505-152 Dianova, Deutschland
Esel anti-Ziege DyLight 549 1:200 705-505-147 Dianova, Deutschland
Esel anti-Maus AlexaFluor 546 1:200 A10036  Invitrogen, USA
Esel anti-Kaninchen 
DyLight 649 
1:200 711-495-152 Dianova, Deutschland
Esel anti-Ziege AlexaFluor 647 1:200 705-605-147 Dianova, Deutschland
Maus anti-VSV Cy3 1:500 C7706 Sigma-Aldrich, USA
Kaninchen anti-Ratten IgG, 
biotinyliert 
1:300 BA-4001 Vector Laboratories, USA
Pferd anti-Maus IgG, 
biotinyliert 
1:300 BA-2000 Vector Laboratories, USA
 
Material und Methoden 
32 
2.3 Tierversuche 
2.3.1 Haltung der Versuchstiere 
 
Sämtliche Versuchstiere wurden in Räumlichkeiten des Institutes für Versuchstierkunde der 
RWTH Aachen unter S1-Bedingungen bei einer Raumtemperatur von 21-22°C und einer 
Luftfeuchtigkeit von 55-60% gehalten. Dabei bestand ein geregelter 12 stündiger Tag/Nacht-
Zyklus. Die Versorgung mit Futter und Wasser ad libitum, das Auswechseln und die 
Reinigung der Käfige ebenso wie die Durchführung von Verpaarungen, das Absetzen von 
Jungtieren 3-4 Wochen nach Geburt und das Töten nicht-transgener Tiere wurde von 
Tierpflegefachkräften des Institutes für Versuchstierkunde durchgeführt. Demnach lagen 
artgemäße Haltungs- und Pflegebedingungen nach §2 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) 
vor. 
2.3.2 Verwendete Tiermodelle 
 
2.3.2.1 Transgene Mauslinien 
 
2.3.2.1.1 PEC-rtTA/LC1/R26R bzw. PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP 
 
Beide Mauslinien tragen drei bzw. im Falle von PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Mäusen vier 
Transgenkonstrukte. Unter dem parietalzellspezifischen PEC-Promotor, gewonnen aus der 
Hybridisierung von humanen und Kaninchen Podocalyxin-Promotoren, wird konstitutiv ein 
Tetrazyklin-abhängiger Transaktivator (rtTA) exprimiert [42]. Durch Zugabe des zu den 
Tetrazyklinen zugehörigen Medikaments Doxyzyklin bindet der Transaktivator an selbiges. 
Diese Verbindung ist nun in der Lage die Expression des auf dem zweiten Genkonstrukt 
hinter einem Tetrazyklin-abhängigen Promotor befindlichen Cre-Rekombinase Gens zu 
induzieren (LC1) [169]. Das dritte Konstrukt (R26R) beinhaltet, gelegen hinter einem 
ubiquitären Promotor, das Reportergen LacZ, welches für die Expression der 
?-Galaktosidase verantwortlich ist [170]. Zwischen dem eigentlichen Reportergen und dem 
Promotor befindet sich ein Stoppcodon, welches von loxP-Stellen umschlossen ist. Diese 
Stellen werden von der gebildeten Cre-Rekombinase erkannt und mitsamt dem Stoppcodon 
schleifenartig ausgeschnitten, so dass nun die Expression des Reportergens erfolgen kann. 
Die Markierung ist dann im Zytoplasma der Zellen, in denen der PEC-Promotor aktiv ist, zu 
sehen. 
Die PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Mauslinie trägt zudem ein viertes Reportertransgen, 
welches – unabhängig von der Cre-Rekombinase Expression – unter einem Tetrazyklin-
abhängigen Promotor ein Fusionsprotein aus dem Histon H2B und dem fluoreszierenden 
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Protein eGFP (kurz für engl. enhanced green fluorescent protein, verstärktes 
grünfluoreszierendes Protein) aus der Qualle Aequorea victoria exprimiert [171]. Da Histone 
der Verpackung der DNA dienen, kommt es zu einer Markierung der Zellkerne. 
 
2.3.2.1.2 Pod-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP 
 
Diese Mauslinie besitzt ebenfalls vier Transgenkonstrukte, wobei LC1, R26R und H2B-eGFP 
identisch mit denen der parietalzellspezifischen Maus sind und die gleichen Funktionen 
erfüllen (2.3.1.1.). Lediglich das Gen des tetrazyklinabhängigen Transaktivators ist in diesen 
Mäusen hinter einen spezifischen Podocin-Promotor (Pod) geschaltet, so dass nur in 
Podozyten der Transaktivator konstitutiv exprimiert wird und nur diese Zellen entsprechend 
markiert werden [172]. 
 
2.3.2.1.3 PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP/Thy-1.1 
 
Diese quadrupeltransgene Mauslinie entspricht der parietalzellspezifisch markierenden Linie 
aus Kapitel 2.3.1.1., trägt aber zusätzlich ein Transgen, welches konstitutiv eine ektopische 
Expression des Thy-1.1 Antigens ausschließlich auf Podozyten bewirkt. Dieses Transgen 
beinhaltet ein chimäres Thy-1.1 Gen aus humaner und muriner DNA. Die 
podozytenspezifische Expression wird über einen Enhancer-Sequenz in der 3’ UTR Sequenz 
des humanen Teils des Gens vermittelt und führt zu einer spontanen und langsam 
voranschreitenden Glomerulosklerose [69]. 
 
2.3.2.2 Munich-Wistar-Froemter (MWF) Ratten 
 
Der Stamm der MWF (Munich-Wistar-Froemter) Ratte wurde durch die mehrfache 
Verpaarung von stark hypertensiven Ratten bereits vor etwa 25-30 Jahren gezüchtet. 
Besonders die Männchen dieses Stamms zeichnen sich durch die Entwicklung einer 
manifesten fokalen, segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) ab einem Alter von 40 Wochen, 
symptomatisch gekennzeichnet durch eine hohe Proteinurie und starken Bluthochdruck, aus 
[98]. Welche genetischen Voraussetzungen zu diesem durchaus stabilen Krankheitsbild, 
welches sich bereits oft als Modell zur Untersuchung der FSGS bewährte, beitragen, wird 
noch erforscht und ist nicht vollständig bekannt. 
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2.3.3 Genotypisierung transgener Mäuse  
 
2.3.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien 
 
Zur Genotypisierung sämtlicher transgener Mauslinien wurden routinemäßig den Jungtieren 
bei Absetzen vom Muttertier Schwanzbiopsien (ca. 0,5-1 cm) entnommen. Diese wurden in 
jeweils 190 ?l Lyse-Reagenz und 10 ?l einer Proteinase K-Lösung (4 ?g/?l Stammlösung in 
H2Odd.) über Nacht bei 56°C lysiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden die Proben am 
nächsten Tag bei 85°C für 45 min inkubiert. Danach konnten die isolierten DNA-Lösungen 
kurzzeitig bei 4°C oder längerfristig bei -20°C bis zur Genotypisierung gelagert werden. 
 
2.3.3.2 Genotypisierungs-Polymerase-Kettenreaktion (Genotypisierungs-PCR) 
 
Um zu überprüfen, ob die verwendeten Mäuse der jeweiligen transgenen Mauslinien (siehe 
2.3.2.1) sämtliche Transgene trugen, wurden Polymerase-Kettenreaktionen durchgeführt. 
Dabei wurden mit transgenspezifischen Primern und einer Polymerase kurze Bereiche der in 
der Schwanzbiopsie-DNA-Lösung (siehe 2.3.3.1) befindlichen Transgene amplifiziert. Die 
entstandenen Amplifikate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Ergebnis gab 
lediglich Auskunft über das Vorhandensein des jeweiligen Transgens, nicht über die Anzahl 
von Allelen, die in den Zellen befindlich waren. 
 
2.3.3.2.1 PCR zum Nachweis des Tet-On-Transgens 
 
Pro zu genotypisierender Maus wurde 1 ?l der Schwanz-DNA-Lösung zur Amplifikation 
eingesetzt und ein Mastermix nach folgendem Schema (Tab. 2.2.1) zusammenpipettiert.  
Die eigentliche Reaktion lief in mehreren Schritten, die wiederum mehrmals wiederholt 
wurden, ab. Detaillierte Angaben zum Reaktionsprotokoll finden sich in Tabelle 2.2.2. 
 
Tab. 2.2.1: Zusammensetzung des Mastermixes für die Tet-On-PCR 
 
 5 x GoTaq Puffer 5 ?l 
 DMSO 2 ?l 
 dNTPs, je 25 mM 0,4 ?l 
 5’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
 3’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
 Schwanz-DNA 1 ?l 
 GoTaq Polymerase 0,125 ?l 
 H2Odd. ad 25 ?l 
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Tab. 2.2.2: Protokoll zum Ablauf der Tet-On-PCR 
 
  Schritt Temperatur Zeit  
 Denaturierung  94°C 3 min 
 
 Denaturierung  94°C 1 min 
 Primerhybridisierung 30 Zyklen 60°C 45 s 
 Elongation  72°C 2 min 
 
 Finale Elongation  72°C 10 min 
 Abkühlung  4°C ? 
 
2.3.3.2.2 PCR zum Nachweis des Cre-Rekombinase-Transgens 
 
Der Mastermix für die Reaktion zum Nachweis des Cre-Rekombinase-Transgens wurde wie 
in Tabelle 2.3.1 aufgelistet zusammengemischt. Die Amplifikationsreaktion lief dann nach 
dem Protokoll der Tabelle 2.3.2 ab. 
 
Tab. 2.3.1: Zusammensetzung des Mastermixes der Cre-Rekombinase-PCR 
 
 5 x GoTaq Puffer 5 ?l 
 DMSO 2 ?l 
 dNTPs, je 25 mM 0,3 ?l 
 5’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
 3’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
 Schwanz-DNA 1 ?l 
 GoTaq Polymerase 0,125 ?l 
 H2Odd. ad 25 ?l 
 
Tab. 2.3.2: Protokoll der Cre-Rekombinase-PCR 
 
  Schritt Temperatur Zeit  
 Denaturierung  94°C 3 min 
 
 Denaturierung  94°C 45 s 
 Primerhybridisierung 30 Zyklen 51°C 1 min 
 Elongation  72°C 1 min 
 
 Finale Elongation  72°C 7 min 
 Abkühlung  4°C ? 
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2.3.3.2.3 PCR zum Nachweis des Thy-1.1-Transgens 
 
Der Mastermix für den Nachweis des Thy-1.1-Transgens, wurde wie in Tabelle 2.4.1 
angeführt zusammenpipettiert. Das Protokoll der Reaktion findet sich in Tabelle 2.4.2. 
 
Tab. 2.4.1: Zusammensetzung des Mastermixes für die Thy-1.1-PCR 
 
 5 x GoTaq Puffer 5 ?l 
 dNTPs, je 25 mM 0,4 ?l 
 5’-Primer, 10 ?M 0,5 ?l 
 3’-Primer, 10 ?M 0,5 ?l 
 Schwanz-DNA 1 ?l 
 GoTaq Polymerase 0,125 ?l 
 H2Odd. ad 25 ?l 
 
Tab. 2.4.2.: Protokoll zum Ablauf der Thy-1.1-PCR 
 
  Schritt Temperatur Zeit  
 Denaturierung  94°C 3 min 
 
 Denaturierung  94°C 1 min 
 Primerhybridisierung 30 Zyklen 60°C 1 min 
 Elongation  72°C 2 min 
 
 Finale Elongation  72°C 10 min 
 Abkühlung  4°C ? 
2.3.3.2.4 PCR zum Nachweis des LacZ-Transgens 
 
Der Mastermix für den Nachweis des LacZ-Transgens, welches die ?-Galactosidase codiert, 
wurde wie in Tabelle 2.5.1 angeführt zusammenpipettiert. Das Protokoll der Reaktion findet 
sich in Tabelle 2.5.2. 
 
Tab. 2.5.1: Zusammensetzung des Mastermixes für die LacZ-PCR 
 
 5 x GoTaq Puffer 5 ?l 
 DMSO 2 ?l 
 dNTPs, je 25 mM 0,4 ?l 
 5’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
 3’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
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 Schwanz-DNA 1 ?l 
 GoTaq Polymerase 0,125 ?l 
 H2Odd. ad 25 ?l 
 
Tab. 2.5.2: Protokoll zum Ablauf der LacZ-PCR 
 
  Schritt Temperatur Zeit  
 Denaturierung  94°C 3 min 
 
 Denaturierung  94°C 1 min 
 Primerhybridisierung 30 Zyklen 60°C 45 s 
 Elongation  72°C 2 min 
 
 Finale Elongation  72°C 10 min 
 Abkühlung  4°C ? 
2.3.3.2.5 PCR zum Nachweis des EGFP-Transgens 
 
Der Mastermix für den Nachweis des EGFP-Transgens, wurde wie in Tabelle 2.6.1 angeführt 
zusammenpipettiert. Das Protokoll der Reaktion findet sich in Tabelle 2.6.2. 
 
Tab. 2.6.1: Zusammensetzung des Mastermixes für die EGFP-PCR 
 
 5 x GoTaq Puffer 5 ?l 
 DMSO 2 ?l 
 dNTPs, je 25 mM 0,4 ?l 
 5’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
 3’-Primer, 10 ?M 1 ?l 
 Schwanz-DNA 1 ?l 
 GoTaq Polymerase 0,125 ?l 
 H2Odd. ad 25 ?l 
 
Tab. 2.6.2: Protokoll zum Ablauf der EGFP-PCR 
 
  Schritt Temperatur Zeit  
 Denaturierung  94°C 2 min 
 
 Denaturierung  94°C 30 s 
 Primerhybridisierung 30 Zyklen 55°C 45 s 
 Elongation  72°C 1 min 
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 Finale Elongation  72°C 5 min 
 Abkühlung  4°C ? 
 
2.3.3.3 Gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten Transgenbereiche 
 
Für die Auswertung der Nachweis-PCR-Amplifikate wurden 1%ige Agarose-Gele durch 
Aufkochen von 1 g Agarose in 100 ml 1 x TAE Puffer bis zur vollständigen Lösung 
hergestellt. Nach ausreichender Abkühlung wurden 5 ?l Ethidiumbromid hinzugegeben, das 
Gel in Form gegossen und nach vollständiger Polymerisation 20 ?l der PCR-Amplifikate 
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 V für 30 min. Darauf folgend wurden die 
nach Größe aufgetrennten DNA-Fragmente unter UV-Licht (350 nm) sichtbar gemacht und 
mittels Geldokumentationssystem fotografiert. 
2.3.4 Doxyzyklin-Gabe 
 
2.3.4.1 Doxyzyklin-Gabe an juvenile Mäusen 
 
Da die Doxyzyklin-Gabe über das Trinkwasser an die Mutter der neugeborenen Mäuse, 
damit einhergehend die erhoffte Weitergabe über die Muttermilch und somit indirekte 
Aktivierung des Promotors bei den Jungtieren sich als erfolglos erwies, wurde die i.p. 
Injektion zum Mittel der Wahl. Dazu wurden 50 ?g/g Körpergewicht Doxyzyklin-Lösung 
injiziert. Die i.p. Injektion erfolgte unter größter Vorsicht mit Hilfe einer Insulinspritze, um 
keine inneren Organe zu verletzen. 
 
2.3.4.2 Doxyzyklin-Gabe an adulte Mäusen 
 
Die Gabe des Doxyzyklins an erwachsene Mäuse erfolgte zum Großteil über das 
Trinkwasser (1 g/l Doxyzyklin in Leitungswasser, versetzt mit 5% Saccharose, Flaschen 
mittels Aluminiumfolie abgedunkelt) über einen Zeitraum von mindestens fünf bis maximal 14 
Tage. 
Zum Teil erforderte der Versuchsaufbau eine i.p. Injektion von 50 ?g/g Körpergewicht 
Doxyzyklin. Genauere Angaben zu den Versuchsabläufen finden sich im Kapitel Ergebnisse 
(Kapitel 3). 
Material und Methoden 
39 
2.3.5 Anästhesie  
 
2.3.5.1 Anästhesie neugeborener Mäuse 
 
Die Anästhesie neugeborener Mäuse zur Tötung der Tiere erfolgte mittels Isofluran. 
 
2.3.5.2 Anästhesie adulter Mäuse 
 
Die Narkotisierung adulter Mäuse zu Operations- oder Tötungszwecken erfolgte über i.p. 
Injektion eines Ketamin/Xylazin-Gemisches. Dabei wurden 0,5 ml Ketamin und 0,1 ml 
Xylazin in 4,4 ml mit steriler 0,9% NaCl-Lösung verdünnt und 10 ?g/g Körpergewicht injiziert.  
 
2.3.5.3 Anästhesie adulter Ratten 
 
Für operative Eingriffe erfolgte die Narkotisierung der Ratten mittels eines Ketamin/Xylazin-
Gemisches. Hierbei wurden 0,2 ml Ketamin und 0,8 ml Xylazin vorgemischt und 
0,13 ml/100 g Körpergewicht i.p. injiziert.  
Zum Töten der Ratten zur Organentnahme wurde eine Gasnarkose mit Hilfe von Isofluran 
eingesetzt.  
2.3.6 Chirurgische Methoden 
 
2.3.6.1 Durchführung der Ischämie/Reperfusion (I/R) im Mausmodell 
 
Zur Induktion eines akuten Tubulusschadens hauptsächlich im Bereich des proximalen 
Tubulus wurde mit PEC-rtTA/LC1/R26R sowie mit PEC-rtTA/H2B-eGFP Mäusen das Modell 
der Ischämie/Reperfusion durchgeführt. Dafür wurden die Tiere, wie unter 2.3.5.2 
beschrieben, narkotisiert. Das Sicherstellen einer ausreichenden Narkosetiefe erfolgte durch 
Setzen eines Schmerzreizes an den Hinterläufen. Wenn keine Reflexreaktionen mehr 
hervorgerufen wurden, konnte mit dem Eingriff begonnen werden. 
Die komplette Operation fand dabei mit Hilfe eines Stereomikroskops statt. Die Tiere wurden 
auf eine desinfizierte, 37°C warme Wärmeplatte gelegt, um einer Hypothermie vorzubeugen.  
Es wurde der Bauch der jeweiligen Maus rasiert und desinfiziert. Danach wurde eine 
Längslaparotomie durchgeführt, nach Fixieren der geöffneten Bauchhöhle der Darm 
vorsichtig auf feuchte Gaze eventeriert und die linke Niere dargestellt. Magen, Milz und 
Bauchspeicheldrüse wurden mit Hilfe eines sterilisierten Halters fixiert, so dass die Niere 
zugänglich wurde. Nach Freipräparation des Hilus wurde selbiger mit Hilfe einer 
Aneurysmenklemme ligiert und damit die Ischämie durchgeführt. 
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Die Dauer der Ischämie betrug für weibliche Mäuse 45 min und für männliche Mäuse 35 min, 
da Weibchen sich als weniger schadensanfällig erwiesen. Der Erfolg der Ischämie war 
anhand der dunkelroten bis zu fast schwarzen Verfärbung des Nierenparenchyms ersichtlich. 
Nach dieser Zeit wurde die Klemme wieder entfernt und die Niere mit frischem, 
sauerstoffreichem Blut reperfundiert. Dies wurde durch die Aufhellung der Niere sichtbar. 
Sobald sich die natürliche Rosafärbung vollständig einstellte, wurden die Organe vorsichtig 
zurück in die Bauchhöhle gelagert. Um einer Dehydrierung entgegenzuwirken, wurden ca. 
2 ml auf 37°C erwärmte, sterile 0,9%ige NaCl-Lösung in die Bauchhöhle gegeben. Danach 
erfolgte der zweischichtige Wundverschluss mit Hilfe eines nicht resorbierbaren Fadens und 
die Wunde wurde nochmals desinfiziert. Die Nachsorge erfolgte, wie unter 2.3.7.1, 
beschrieben. 
 
2.3.6.2 Durchführung der Unilateralen Ureterobstruktion (UUO) im Mausmodell 
 
Zur Induktion eines Schadens, der zuerst die Sammelrohre und distalen Tubulisegmente 
betrifft, wurde die als Modell zur Fibrose-Induktion bekannte unilaterale Ureterobstruktion 
durchgeführt. 
Sämtliche Vorbereitungen wurden, wie unter 2.3.6.1 für das Modell Ischämie/Reperfusion 
beschrieben, durchgeführt. Es wurde ebenfalls nach Narkotisierung der Maus (s. 2.3.5.2) 
eine Längslaparotomie vollzogen und die linke Niere dargestellt. Nach Freipräparation des 
Harnleiters (Ureter) durch vorsichtiges Entfernen umliegenden Fettgewebes wurde dieser 
diathermisch mit Hilfe eines Hochfrequenzchirurgiegeräts durchtrennt. Der Verschluss des 
Ureters wurde durch sorgfältige Kauterisation sichergestellt, so dass von der Niere 
produzierter Harn nicht in das Peritoneum einfließen konnte. Danach erfolgte der 
zweischichtige Wundverschluss mittels eines nicht resorbierbaren Fadens und die Wunde 
wurde nochmals desinfiziert. Die Nachsorge erfolgte wie unter 2.3.7.1, beschrieben. 
 
2.3.6.3 Durchführung der Uninephrektomie im Maus- sowie Rattenmodell 
 
Die OP-Vorbereitungen wurden, wie unter 2.3.6.1 beschrieben, durchgeführt. Nach 
ausreichender Anästhesie wurde wiederum eine mediane Laparotomie durchgeführt, der 
Darm vorsichtig eventeriert und die linke Niere dargestellt. Der Hilus (Hilum renale) wurde 
freipräpariert und mittels eines feinen nicht resorbierbaren, monofilen Fadens ligiert. Die 
Nierenkapsel (Capsula fibrosa) wurde nun vorsichtig mittels Uhrmacherpinzetten entfernt 
und die Niere mittels einer Federschere bis auf einen kleinen Stumpf nahe der Ligatur 
herausgetrennt. Die entnommene Niere diente als interne Kontrolle und wurde direkt mit 
einem Querschnitt halbiert. Ein Teil des Gewebes wurde dann in 4% Formaldehyd-Lösung 
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fixiert zur späteren Paraffineinbettung, der andere Teil wurde in Einbettmedium zur 
Kryokonservierung gegeben und direkt langsam in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
Sollte lediglich eine Uninephrektomie erfolgen, wurde der Maus etwas 0,9% sterile NaCl-
Lösung in die Bauchhöhle gegeben und der zweischichtige Wundverschluss, wie bereits in 
2.3.6.1 beschrieben, durchgeführt. Die Nachsorge erfolgte dann ebenso wie unter 2.3.7.1 
beschrieben. 
 
2.3.6.4 Durchführung der 5/6-Nephrektomie im Mausmodell 
 
Für die Durchführung einer 5/6-Nephrektomie wurde, wie im vorangegangen Abschnitt 
beschrieben, eine Uninephrektomie vollzogen. Nach Verwahrung der entnommenen Niere 
erfolgte hierbei jedoch zusätzlich die Entnahme der beiden Pole der rechten Niere. 
Dafür wurde der Darm vorsichtig auf die linke Seite gelegt und die rechte Niere dargestellt. 
Die Freipräparation des Hilus erfolgte mit größter Vorsicht aufgrund der größeren Nähe zur 
unteren Hohlvene (Vena cava inferior) und Bauchschlagader (Aorta abdominalis). Statt einer 
endgültigen Ligatur wurde der Gefäßstamm mit Hilfe eines Aneurysmen-Clips abgeklemmt. 
Unter besonderer Beachtung des nahegelegenen Ureters, dessen Funktion gewährleistet 
bleiben muss, wurde ein Drittel der Nierenkapsel am unteren Pol entfernt und dieser mit Hilfe 
einer Federschere abgetrennt. Die Prozedur wurde gleichermaßen für den oberen Pol 
durchgeführt und die entstandenen Schnittflächen mit zurechtgeschnittenem 
Gelatineschwamm versehen. Zur Reperfusion der Niere wurde der Aneurysmen-Clip wieder 
entfernt. Um einer Dehydrierung entgegenzuwirken, wurde sterile 0,9%ige NaCl-Lösung in 
die Peritonealhöhle gegeben. Danach erfolgte der zweischichtige Wundverschluss mit Hilfe 
eines nicht resorbierbaren Fadens und die Wunde wurde nochmals desinfiziert. Die 
Nachsorge erfolgte wie unter 2.3.7.1 bzw. 2.3.7.2 beschrieben. 
 
2.3.6.5 Implantation eines Deoxycorticosteronacetat (DOCA) Pellets bei Mäusen 
 
Für das Experiment zur Induktion einer fokalen segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) in 
Mäusen wurde diesen eine Woche nach der subtotalen Nephrektomie ein 
Deoxycorticosteronacetat (DOCA, 50 mg/Pellet) Pellet implantiert. Dafür wurden die Tiere 
narkotisiert, ein kleiner Bereich im Nacken rasiert, desinfiziert und ein etwa 1 cm langer 
Schnitt in der oberen Hautschicht (Epidermis und Dermis) gesetzt. Diese wurde vorsichtig 
den Rumpf entlang mit Hilfe einer flachen, abgerundeten Schere von der Unterhaut 
(Subcutis) gelöst. Mit Hilfe einer Pinzette wurde das DOCA Pellet tief in die gebildete 
Hauttasche eingesetzt und die Wunde mittels eines nicht resorbierbaren Fadens vernäht und 
desinfiziert. Über einen Zeitraum von 21 Tagen wurde dann der Wirkstoff nach und nach 
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freigesetzt und die Tiere währenddessen zusätzlich mit 0,5-1% NaCl-haltigem Trinkwasser 
behandelt. Der Zustand der Mäuse wurde regelmäßig kontrolliert.  
2.3.7 Nachsorge 
 
2.3.7.1 Nachsorge der Mäuse 
 
Zur Schmerzbehandlung der Tiere wurde im Rahmen der Verlaufskontrolle innerhalb der 
ersten drei Tage nach Operation 0,05-0,1 mg/kg Körpergewicht Buprenorphin alle sechs bis 
zwölf Stunden i.p. oder s.c. injiziert. Die Mäuse wurden hinsichtlich ihres Verhaltens und 
ihres Zustandes beobachtet. Bei Bedarf wurde zusätzlich 0,5-1 ml 0,9% sterile NaCl-Lösung 
s.c. gespritzt, um einer Dehydrierung durch verminderte Futter- und Trinkwasseraufnahme 
vorzubeugen. Zudem erfolgte eine regelmäßige Kontrolle der Operationsnähte und der 
Wundheilung. Futter und Trinkwasser wurde ad libitum bereitgestellt. 
 
2.3.7.2 Nachsorge der Ratten 
 
Die ersten drei Tage nach Operation wurden zur Schmerzbehandlung 0,03-0,05 mg/kg 
Körpergewicht Buprenorphin alle sechs bis zwölf Stunden i.p. oder s.c. injiziert. Zustand und 
Verhalten der Ratten wurden ebenfalls beobachtet und bei Bedarf wurde zusätzlich 1-1,5 ml 
0,9% sterile NaCl-Lösung s.c. gespritzt um einer Dehydrierung durch verminderte Futter- und 
Trinkwasseraufnahme vorzubeugen. Zudem erfolgte eine regelmäßige Kontrolle der 
Operationsnähte und der Wundheilung. Futter und Trinkwasser wurde ad libitum 
bereitgestellt. 
2.3.8 Gabe von Bromdesoxyuridin (BrdU) 
 
Um einen Eindruck der Mitoserate von glomerulären sowie tubulären Zellen zu bestimmten 
Zeitpunkten von Interesse zu erhalten, wurde den Versuchstieren Bromdesoxyuridin (BrdU) 
gespritzt. Dabei handelt es sich um ein Thymidin-Analogon, welches während der 
Replikation der DNA in der Synthese-Phase des Zellzyklus eingebaut wird. Das integrierte 
BrdU konnte dann im Gewebe durch immunhistochemische Färbung detektiert werden. Zur 
Bindung des anti-BrdU Antikörpers ist eine Denaturierung nötig, die durch den allgemeinen 
Schritt der Hitzebehandlung während des Färbevorgangs ausreichend erfolgte (2.4.2.2.1).  
Zur Gabe des BrdU bei Mäusen wurden unabhängig vom Körpergewicht insgesamt 2 mg 
gelöst in 0,45% steriler NaCl-Lösung zweimalig an aufeinander folgenden Tagen 
intraperitoneal injiziert. 
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2.3.9 Behandlung der MWF-Ratten 
 
2.3.9.1 Behandlung mit Erlotinib via Gavage 
 
Die Behandlung der Ratten mit dem potentiellen Medikament Erlotinib erfolgte mittels 
Gavage, da eine i.p. Injektion des gelösten Erlotinibs im Vorversuch starke Reizungen der 
Einstichstellen sowie lokale Nekrosen hervorrief und zudem unter Narkose erfolgen musste. 
Die Gavage brachte daher nicht nur den Vorteil, die Ratten nicht täglich narkotisieren zu 
müssen, sondern auch, dass das gelöste Medikament ohne Verluste direkt in den Magen 
gegeben und somit schnell und vollständig aufgenommen wurde. Zur Durchführung der 
Gavage wurde die Ratte mit einer Hand stabil im Nacken fixiert und mit der anderen die 
Gavagekanüle, an der eine 2 ml Spritze mit der Medikamentenlösung angebracht war, 
vorsichtig über den Schlund und die Speiseröhre in den Magen geführt. Die Flüssigkeit 
wurde langsam, aber stetig in den Magen gegeben, die Kanüle vorsichtig wieder entfernt und 
sorgfältig mit Desinfektionsmittel und Leitungswasser gereinigt. 
 
2.3.9.2 Behandlung mit ACE-Hemmer 
 
Eine Gruppe der MWF-Ratten wurde mit dem ACE-Hemmer Lisinopril behandelt. Da dieses 
Medikament wasserlöslich ist und daher nicht per Gavage gegeben werden musste, wurden 
40 mg/l via Trinkwasser verabreicht. 
2.3.10 Blutdruckmessung bei Ratten 
 
Die Messung des Blutdruckes bei Ratten erfolgte mit Hilfe der nicht-invasiven Tail-Cuff-
Methode. Hierbei wurde durch eine am Schwanz äußerlich angebrachte, aufblasbare und mit 
Manometer versehene Manschette durch das Wiedereinsetzen des arteriellen Blutflusses bei 
Deflation der Manschette der Blutdruck bestimmt. Die Tiere wurden dafür in Kunststoffröhren 
fixiert. Diese lagen während der Messung auf einer Wärmeplatte, um einen ausreichenden 
Blutfluss im Schwanz zu gewährleisten. 
Da die Tiere durch die Haltung in den Fixierungsröhren und dem eigentlichen Messvorgang 
einem gewissen Stress unterlagen, wurden 15 Messzyklen hintereinander durchgeführt. Die 
ersten drei Messzyklen dienten der Gewöhnung der Ratten an die Prozedur und wurden 
während der nachfolgenden Auswertung verworfen. 
Die gemessenen Werte wurden mittels Microsoft® Excel ausgewertet und statistisch mittels 
GraphPad Prism5 betrachtet. 
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2.3.11 Uringewinnung 
 
Sowohl Ratten als auch Mäuse wurden zur Uringewinnung in metabolische Käfige gesetzt. 
Metabolische Käfige sind spezielle Käfigkonstruktionen mit der Möglichkeit, die Tiere mit 
Trinkwasser zu versorgen, und mit zwei getrennten Auffanggefäßen für Kot und Urin. Die 
Tiere wurden über Nacht für 17 h in diesen Käfigen gehalten, die Versorgung mit Futter blieb 
für diesen Zeitraum aus. Danach wurden sie in ihre Käfige zurückgesetzt und der Urin aus 
den metabolischen Käfigen eingesammelt. 
Zur allgemeinen und schnellen Überprüfung des Urinstatus wurde den Tieren auch 
Spontanurin genommen. Zur qualitativen Feststellung einer möglichen Proteinurie wurden 
Teststreifen verwendet. Für eine quantitative Analyse wurden die Urinproben den 
Mitarbeitern des Mikrobiologie und Hämatologie-Labors des Instituts für Versuchstierkunde 
der RWTH Aachen überlassen.  
2.3.12 Blutabnahme 
 
Die Blutabnahmen bei Mäusen sowie Ratten wurden nach leichter Narkotisierung mit 
Isofluran mittels Glaskapillaren aus dem retroorbitalen Venenplexus durchgeführt. Das Blut 
wurde entweder zur Gewinnung von Serum in Serumröhrchen oder zum Gewinn von Vollblut 
in EDTA-Röhrchen, deren Beschichtung eine Gerinnung des Blutes verhindert, überführt. 
Um Serum für die Analyse zu erhalten, wurde das in die Serumröhrchen abgenommene Blut 
in einer Tischzentrifuge bei 3600 rpm und 4°C für 15 min abzentrifugiert. Das Z-Gel in den 
Röhrchen bewirkt dabei eine Trennung der Blutzellen vom Serum, so dass dieses 
abpipettiert, in ein neues Gefäß überführt und bei -20°C gelagert werden konnte. Serum 
sowie Vollblut wurden zur Analyse in das Mikrobiologie und Hämatologie Labor des Instituts 
für Versuchstierkunde gegeben.  
2.3.13 Tötung der Tiere 
 
2.3.13.1 Tötung juveniler Mäuse 
 
Das Töten der juvenilen Mäuse wurde unter Isofluran-Narkose zumeist durch Dekapitation 
durchgeführt. Danach erfolgte eine Laparotomie zur Entnahme beider Nieren.  
Da die Glomeruli sich entwickelnder Mäuse sehr klein und dicht gepackt sind, wurde eine 
sichtbare Abgrenzung von Parietalzellen und Podozyten bzw. dem Kapillargeflecht deutlich 
erschwert, so dass einige der Tiere nachträglich mit 3% PFA intrakardial perfundiert wurden. 
Die Lösung bewirkte durch Fixierung des Gewebes auch leichtes Zusammenschrumpfen 
desselbigen, so dass eine klare Abgrenzung von Kapillargeflecht und Bowmanscher Kapsel 
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möglich wurde. Zudem wurden dabei bei Immunfluoreszenz- bzw. immunhistochemischen 
Färbungen störende Blutzellen entfernt. 
Die Asservierung der Nieren erfolgte direkt im Anschluss wie unter 2.3.15. beschrieben. 
 
2.3.13.2 Tötung adulter Mäuse 
 
Adulte Mäuse wurden unter vorheriger Narkose mittels intrakardialer Perfusion getötet. Nach 
Sicherstellen einer ausreichenden Narkosetiefe wurden die Tiere auf einem Styroporblock 
fixiert, eine Laparotomie mit anschließender Thorakotomie vollzogen und das Herz freigelegt. 
Es folgte ein Schnitt in den rechten Ventrikel des Herzens, um ein Ausbluten zu ermöglichen 
und darauffolgend die Perfusion mit-je nach Größe der Maus-ca. 25 bis 30 ml 
Perfusionslösung über die Herzspitze. Je nach Bedarf handelte es sich bei den hierfür 
benutzten Perfusionslösungen entweder um 0,9%ige NaCl-Lösung oder um eine 3%ige 
PFA-Lösung. Die Asservierung der Nieren erfolgte direkt im Anschluss wie unter 2.3.15 
beschrieben. 
 
2.3.13.3 Tötung von Ratten 
 
Die Tötung der Ratten erforderte ebenfalls eine vorhergehende Narkotisierung. Zur 
Entnahme der Nieren und des Herzens wurde eine Laparotomie mit anschließender 
Eröffnung des Thorax durchgeführt. Nach Entnahme der verbliebenen Niere und des 
Herzens wurden beide Organe gewogen und wie unter 2.3.15 beschrieben asserviert.  
2.3.14 Isolation von kortikalen Mausnierenzellen 
 
Zur Isolation kortikaler Nierenzellen wurden die Tiere wie unter 2.3.13.2 beschrieben zur 
Tötung mit 0,9%iger NaCl-Lösung perfundiert. Die Nieren wurden entnommen und der 
Kortex mit Hilfe eines Skalpells vom Nierenmark getrennt. Die Nierenkortexe wurden in je 
einer Petrischale mit 10 ml RPMI Medium versetzt mit 1 mg/ml Kollagenase Typ IV klein 
geschnitten und mit dem Stempel einer 10 ml Spritze zerdrückt. Damit die Kollagenase die 
Gewebestückchen verdauen konnte, wurde die Suspension für 30 min bei 37°C inkubiert. 
Zum Vereinzeln der Zellen wurden feste und flüssige Bestandteile der Suspension durch 
100 ?m Siebe in 50 ml Reaktionsgefäße überführt. Die im Sieb verbliebenen Gewebestücke 
wurden mehrmals mit dem Stempel durch das Sieb gedrückt und drei- bis viermal mit RPMI 
(ca. 3-5 ml) nachgespült. Diese Prozedur wurde danach mit 40 ?m Sieben wiederholt. Die 
Siebe mitsamt der Gewebereste wurden verworfen und die gewonnene Zell-Suspension bei 
4°C mit 1200 rpm für 7 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet im 
Rahmen eines Waschschritts in 2 ml 1 x PBS resuspendiert und nochmals bei 4°C mit 
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2000 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum verworfen und die Zellen 
zur Fixierung in 1 ml 3% PFA oder 4% Formalin aufgenommen, für 10 min auf Eis inkubiert 
und die Reaktionsgefäße dabei regelmäßig vorsichtig geschwenkt. Es folgte ein dreifacher 
Waschschritt mit 1 x PBS mit jeweiliger Zentrifugation bei 4°C mit 2000 rpm für 5 min. Es 
folgte die Permeabilisierung der Zellen durch Aufnahme des entstandenen Zellpellets in 1 ml 
0,1% Triton X-100/1 x PBS. Dabei wurden die Zellen für 15 min auf Eis inkubiert und die 
Reaktionsgefäße regelmäßig geschwenkt. Nach nochmaliger Abzentrifugation bei 4°C mit 
2000 rpm für 5 min und dreimaligen Waschen der Zellen mit 1 x PBS wurden die 
vereinzelten und gereinigten Zellen endgültig in 500-1000 ?l PBS je nach Zellpelletgröße 
aufgenommen und bei 4°C bis zur immunologischen Färbung für die 
durchflusszytometrische Analyse (2.6) aufbewahrt. 
2.3.15 Asservierung von Gewebe 
 
Die Organe wurden direkt nach Entnahme zur Asservierung weiterverarbeitet. Entnommene 
Nieren wurden von ihrer Kapsel befreit und sämtliche entnommenen Organe wurden geteilt, 
je nach Bedarf in bis zu drei Teile. Hauptsächlich wurden die Gewebe dann entweder in 
Paraffin eingebettet oder kryokonserviert.  
Zur Paraffineinbettung wurde das Gewebe in Einbettkassetten gelegt und in Formalin 
für mindestens 16 h fixiert. Danach erfolgte das Einbetten des Gewebes in Paraffin nach 
Entwässerung über eine aufsteigende Ethanol-Reihe (2 x 70%, 2 x 90%, 3 x 100%, 3 x Xylol 
und 4 x Paraffin für je eine Stunde) über Nacht unter Vakuum und erhöhter Temperatur 
(Alkoholschritte bei 40°C und Paraffinschritte bei 60°C) und das Gießen von Paraffinblöcken. 
Das in Paraffin eingebettete Gewebe wurde dann bei RT gelagert. 
Zur Kryokonservierung wurde das entnommene Gewebe in mit Einbettmedium befüllte 
Einbettschälchen überführt und direkt durch langsames Gefrieren in der Gasphase von 
flüssigem Stickstoff konserviert. Die auf diese Weise konservierten Gewebestücken wurden 
bei -80°C gelagert. 
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2.4 Histologische Untersuchungen 
2.4.1 Anfertigung von Gewebeschnitten 
 
Paraffingewebeschnitte wurden mittels eines Rotationsmikrotoms mit einer Schnittdicke von 
1-3 ?m erstellt. Die Schnitte wurden auf Objektträger übertragen und über Nacht trocknen 
lassen. 
Kryoschnitte wurden mittels eines Kryomikrotoms mit einer Schnittdicke von 5-6 ?m erstellt, 
auf Glasobjektträger überführt und entweder für eine Acetonfixierung getrocknet oder im 
flüssigen Medium gehalten. Je nach Bedarf handelte es sich dabei um Pufferlösung 
(1 x PBS), 3%ige PFA-Lösung oder eine Postfixierungslösung (siehe 2.2.2). 
2.4.2 Färbung von Gewebeschnitten und Zellen 
 
2.4.2.1 Histochemische Färbungen 
 
2.4.2.1.1 ?-Galaktosidase Färbung von Gewebeschnitten 
 
Da eine spezielle Fixierung des Gewebes nötig war, konnten ?-Galaktosidase Färbungen nur 
auf Kryoschnitten durchgeführt werden, da Paraffingewebe bereits vor dem Einblocken in 
Formalin fixiert wurden. Diese Schnitte wurden direkt nach dem Schneiden mit einer 
Glutaraldehyd-haltigen Lösung (2.2.2) postfixiert. Dazu wurden die Objektträger in eine 
Küvette mit kalter Postfixierungslösung für 10 min gestellt. Danach wurden sie in eine mit 
1 x PBS befüllte Küvette überführt und nach 20 min weiterbehandelt. 
Dafür wurden die Objektträger mit Substrat-Lösung (X-Gal, 2.2.2) versehen und in einer 
feuchten Kammer bei 37°C über Nacht inkubiert.  
In dieser Zeit wird das in der Lösung befindliche Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-?-D-
galaktopyranosid (X-Gal) durch die ?-Galaktosidase, welche nach Promotoraktivierung 
spezifisch exprimiert wird, zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-indoxyl hydrolysiert. Letzteres 
oxidiert durch Luftsauerstoff daraufhin zum blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo. 
Nach Abschluss dieser Reaktion wurden die Schnitte in 1 x PBS gewaschen und einer 
Gewebegegenfärbung unterzogen. Dafür wurden sie für ca. 30 s in Eosin getaucht, mit 
1 x PBS gewaschen und wässrig mit Eindeckmittel eingedeckelt. 
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2.4.2.1.2 PAS-Färbung von Gewebeschnitten 
 
Um eine umfassende histopathologische Begutachtung der entnommenen Gewebe zu 
erhalten, wurden PAS-Färbungen (Abk. für engl. Periodic acid-Schiff reaction) durchgeführt. 
Dabei werden Glykolgruppen des Gewebes je nach Stoffwechselsituation angefärbt, so dass 
insbesondere matrixreiche Strukturen, wie Basalmembranen, eine intensivere Färbung 
aufweisen als Zytoplasmen. Komplettiert wird die Färbung durch eine zusätzliche Darstellung 
der Zellkerne mittels Hämatoxylin (Hämalaun nach Mayer, s. unten). 
Dafür wurden Paraffinschnitte dreimal für 5 min in Xylol entparaffiniert. Zur Rehydrierung 
wurden die Schnitte einer absteigenden Alkoholreihe mit 3 x 2 min 100% Ethanol, 2 x 2 min 
96% Ethanol und 1 x 2 min 70% Ethanol unterzogen und dann für 5 min in H2Odd. gehalten. 
Danach wurden die Objektträger für 30 min in einer 2%igen Perjodsäure-Lösung inkubiert. 
Nach einem Waschschritt von 3 x 2 min H2Odd. Folgte eine Inkubation in Schiffs Reagenz 
lichtgeschützt für 60 min. Die Schnitte wurden mit Hämalaun nach Mayer (2.2.2)  
gegengefärbt und für 10 min unter warmem Leitungswasser gebläut. Damit die PAS-Färbung 
eine lange Haltbarkeit aufweist, wurden die Schnitte zügig mit einer aufsteigenden 
Alkoholreihe (70%, 96% und 100% Ethanol) und 3 x 5 min Xylol behandelt und mit 
Einschlussmedium eingedeckelt. 
 
2.4.2.2 Immunologische Färbungen 
Alle für immunhistochemische und Immunfluoreszenzfärbungen benutzten primären sowie 
sekundären Antikörper sind unter 2.2.3 in Tabelle 2.1 aufgeführt. 
Beide Methoden basieren auf Antikörper-Antigen-Reaktionen, wobei im Rahmen der 
Dissertation die indirekte Methode angewandt wurde, die eine Verstärkung des Signals zur 
Folge hat. Dabei erkennt der primäre Antikörper über seine variable Region das Antigen von 
Interesse. Ein sekundärer Antikörper, zur Detektion gekoppelt mit Biotin (Immunhistochemie) 
oder einem Fluorochrom (Immunfluoreszenz), bindet im nächsten Schritt an die konstante 
Region des primären Antikörpers. 
 
2.4.2.2.1 Immunhistochemische Färbungen 
 
Immunhistochemisch wurden ebenfalls lediglich Paraffinschnitte gefärbt, so dass das 
Entparaffinieren, wie unter dem obigen Abschnitt 2.4.2.1.3 beschrieben, ablief. 
Darauffolgend wurden die Schnitte für 10 min in einer 3%igen H2O2 Lösung inkubiert, um 
mögliche endogene Peroxidasen abzusättigen. Zur Antigendemaskierung wurden die 
Schnitte 3 x 5 min in einer Zitratpufferlösung gekocht. Es folgte ein Waschschritt mit 2 x 
5 min PBS, bevor die Schnitte mit dem primären Antikörper behandelt wurden. Zwischen der 
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Erst- und Zweitantikörperbehandlung wurde zweimal für 5 min mit 1 x PBS gewaschen. Der 
jeweilige primäre und sekundäre Antikörper wurde in 1% BSA/1 x PBS entsprechend 
verdünnt (siehe Tabelle 2.1) und auf die Schnitte aufgetragen. Die Inkubation mit den 
primären bzw. sekundären Antikörpern erfolgte in einer feuchten Kammer für 1 h bzw. 
30 min. 
Die Detektion erfolgte über die indirekte Avidin/Biotin-Peroxidase-Methode. Während der 
Bindung des sekundären Antikörpers auf den Schnitten wurde ein Avidin/Biotin-Komplex 
angesetzt, da dieser 30 min Inkubationszeit zur Komplexbildung benötigte. 
Dafür wurden 15 ?l Reagenz A (Avidin) und 15 ?l Reagenz B (Peroxidase-gekoppeltes 
Biotin) mit 1000 ?l 1% BSA/1 x PBS vermischt und bei Raumtemperatur stehen gelassen. Es 
besteht eine sehr hohe Affinität zwischen Avidin und Biotin, so dass Avidin als Brücke 
zwischen dem Antikörper-gekoppelten Biotin und dem Peroxidase-konjugierten Biotin des 
ABC-Kits fungieren kann. Nach der Behandlung mit dem sekundären Antikörper wurden die 
Schnitte nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS für weitere 30 min in der feuchten 
Kammer mit dem vorweg angesetzten AB-Komplex inkubiert und danach nochmals zweimal 
mit 1 x PBS gewaschen. 
Die Substratlösung für die farbgebende Detektionsreaktion wurde mittels eines 
Diaminobenzidin (DAB)-basierenden Kits hergestellt. Dafür wurden auf 5 ml H2Odd. 2 Tropfen 
Pufferlösung („Buffer Stock Solution“), 4 Tropfen DAB („DAB Stock Solution“), 2 Tropfen 
H2O2 („Hydrogen Peroxide Solution“) und für eine grau-schwarze Färbung 2 Tropfen Ni-
Lösung („Nickel Solution“) gegeben, vermischt und direkt auf die Schnitte aufgetragen. Das 
DAB diente dabei als Substrat der Biotin-konjugierten Peroxidase und reagierte zu einem 
braunen Produkt. Durch Zugabe von NiCl2 erhöhten sich Sensitivität und Intensität der 
Farbreaktion, so dass letztendlich eine schwarz-graue Färbung daraus resultierte. Je nach 
Stärke der Reaktion wurden die Schnitte nach 2 bis 5 min zweimal für 2 min mit H2Odd. 
gewaschen. Darauf erfolgte eine Gegenfärbung mit Methylgrün-Lösung (2.2.2) für 2 min und 
zur Fixierung der Färbung die Dehydrierung der Schnitte durch eine aufsteigende 
Alkoholreihe (96%, 100% Ethanol) und 3 x 5 min Inkubation in Xylol. 
Zum Schluss wurden die Schnitte mit Einschlussmedium eingedeckelt. 
 
2.4.2.2.2 Immunfluoreszenzfärbungen von Gewebeschnitten 
 
Immunfluoreszenzfärbungen wurden sowohl mit Kryo- als auch Paraffinschnitten 
durchgeführt. Kryoschnitte wurden vor der Färbung entweder mit Paraformaldehyd (PFA)-
Lösung oder Aceton fixiert. Dazu wurden die Schnitte im Fall einer vernetzenden PFA-
Fixierung für 15 min in 3% PFA inkubiert und dann mit 1 x PBS gewaschen. Die 
Acetonfixierung erforderte eine Trocknung der Schnitte mit anschließender Inkubation in 
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eiskaltem Aceton für 10 min. Danach wurden sie wieder getrocknet und anschließend in 
1 x PBS überführt bis zur Färbung. 
Paraffinschnitte wurden vor Durchführung des Färbeprotokolls wie bereits beschrieben 
entparaffiniert (2.4.2.1.3). 
Wie schon für die immunhistochemische Methode wurde eine Antigendemaskierung der 
Gewebeschnitte vollzogen (2.4.2.2.1) und anschließend mit 1 x PBS gewaschen. Je nach 
Bedarf wurden die Schnitte zur Reduktion unspezifischer Bindungen der sekundären 
Antikörper mit 10%iger Serumslösung in 1 x PBS – je nach Wirtsspezies des sekundären 
Antikörpers in Esel-, Huhn- oder Ziegenserum – für 30 min geblockt. Nach einem weiteren 
Waschschritt mit 1 x PBS erfolgte die Behandlung mit primärem Antikörper verdünnt in 
1 x PBS (Verdünnung je nach Antikörper siehe Tabelle 2.1.) für 1 h in einer feuchten 
Kammer. Nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS wurden die Schnitte mit Fluorochrom-
konjugiertem sekundärem Antikörper für 30 min ebenfalls in einer dunklen, feuchten Kammer 
inkubiert. Es wurde wieder mehrmals mit 1 x PBS gewaschen und darauf mit Hoechst 33342 
in 1 x PBS in einer Verdünnung von 1:10000 unter Abdunklung eine Zellkernfärbung 
vorgenommen, gefolgt von zweimaligem Waschen in 1 x PBS. Die Schnitte wurden dann 
flüssig eingedeckelt und bei 4°C abgedunkelt bis zur Mikroskopie verwahrt. 
 
2.4.2.2.3 Intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbungen für Durchflusszytometrie 
Die isolierten Tubuluszellen (2.3.14) wurden in 1 x PBS gewaschen und für 5 min bei 
1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Zur Fixierung der Zellen wurde das entstandene Zellpellet in 
100 ?l 3% PFA-Lösung resuspendiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein 
Waschschritt mit 1 x PBS und einer erneuten Zentrifugation für 5 min bei 1200 rpm und 4°C. 
Damit im späteren Färbeschritt primärer sowie sekundärer Antikörper in die Zellen gelangen 
konnten, mussten sie permeabilisiert werden. Dazu wurde das gewonnene Zellpellet in 
100 ?l 0,1% Triton-X100/1 x PBS für 15 min auf Eis inkubiert. Darauf folgte wiederum ein 
Waschschritt mit PBS und die Abzentrifugation wie vorangegangen beschrieben. Um einer 
unspezifischen Antikörperbindung vorzubeugen, wurde ein Blockschritt mittels Resuspension 
des Zellpellets in 1 ml 3% BSA/PBS für 30 min durchgeführt. Auf einen weiteren 
Waschschritt mit PBS folgte die Inkubation mit dem primären Antikörper gegen Aquaporin 1 
(siehe Tab. 2.1) 1:50 verdünnt in 0,5% Tween-20/PBS für 30 min. Nach der Inkubation 
wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen, abzentrifugiert und in der sekundären 
Antikörperlösung (anti-Kaninchen DyLight 649 gekoppelt, siehe Tab. 2.1) 1:200 verdünnt in 
0,5% Tween-20/PBS resuspendiert. Die Inkubation erfolgte für 30 min lichtgeschützt, um den 
Fluorochrom-konjugierten Antikörper vor dem Ausbleichen zu bewahren. Zum Schluss 
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in 500 ?l 1 x PBS aufgenommen. Erst 
kurz vor Durchführung der durchflusszytometrischen Analyse wurde Hoechst 33342 in einer 
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Konzentration von 1:10000 hinzugegeben. Hoechst 33342 ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der 
sich zwischen die Basenpaare der DNA lagert und Licht im kurzwelligen (blauen) Bereich 
des sichtbaren Spektrums emittiert. Daher eignete dieser sich sehr gut, um eine quantitative 
Aussage über den DNA-Gehalt einer Zelle und somit über die Zellzyklusphase, in der sie 
sich zum Zeitpunkt der Isolation befand, zu erhalten. 
Material und Methoden 
52 
2.5 Mikroskopie 
 
Histochemisch oder immunologisch gefärbte Gewebeschnitte ebenso ?-Galaktosidase 
gefärbte Zellen wurden licht- sowie fluoreszenzmikroskopisch betrachtet und fotografiert. Zur 
Ausmessung der Kapillargeflechtsfläche der Glomeruli (siehe 2.5.5) wurde mit der DISKUS 
Software gearbeitet.  
2.5.1 Evaluierung der ?-Galaktosidase Färbung in kortikalen Tubuli 
 
Um Unterschiede in der Anzahl an ?-Galaktosidase gefärbten tubulären Bereichen statistisch 
zu validieren, wurde ein Bewertungssystem der gefärbten Gewebeschnitte mit Stufen von 0-
4 erstellt. Dabei wurde mit 0 die grundsätzliche Normalexpression des Reportergens im 
Tubulus, die lediglich eine Promotoraktivität in einzelnen verteilten Zellen innerhalb der 
Tubuli (ca. 2-3% der kortikalen Tubulizellen) verdeutlicht, bewertet. Die Stufe 1 deutet auf 
vermehrt gefärbte Tubulibereiche hin, konnte aber durchaus noch als Normalexpression des 
Reportergens angesehen werden. Möglicherweise enthielten nicht alle Zellen sämtliche 
Transgene, so dass auf diese Weise ein mosaikartiger Phänotyp zu beobachten war, was 
dazu führte dass das Expressionsmuster des Reportergens von Maus zu Maus schwankte. 
Somit wurden erst die Stufen 2-4 als eine tatsächliche Erhöhung an promotoraktiven Zellen 
bewertet, wobei Stufe 2 einen geringen, Stufe 3 einen mäßigen und Stufe 4 einen hohen 
Anteil an Reportergen exprimierenden Tubulibereichen anzeigte. 
Da wie bereits beschrieben [42] das Nierenmark eine konstitutive Promotoraktivität zeigte, 
wurde dies als interne Kontrolle der Intensität der ?-Galaktosidase Färbung genutzt und 
dieser Faktor in die Bewertung der Tubulifärbung einbezogen. Zudem zeigten proximale 
Tubuli häufig eine leichte Färbung endogener ?-Galaktosidasen des Bürstensaums. Diese 
konnte vernachlässigt werden, da das Reporterprotein zytoplasmatisch lokalisiert war und 
demnach nur eine Färbung der gesamten Zelle als positives Signal gewertet wurde. 
Die Evaluierung der Schnitte der rechten, unbehandelten sowie der linken, ischämisch 
geschädigten Nieren wurde doppelt geblindet vorgenommen. Pro Schnitt wurden 2-3 Bilder 
in 100x Vergrößerung und 2-3 Bilder in 200x Vergrößerung fotografiert und nach dem oben 
beschriebenen Evaluierungssystem ausgewertet. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels 
Microsoft® Excel, die Darstellung und statistische Betrachtung mittels GraphPad Prism 5. 
Zur Prüfung ob Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bestanden, wurde 
der Kruskal-Wallis-Test durchgeführt. Darauf folgte Post-hoc der Test nach Dunn, um zu 
prüfen welche der Gruppen signifikant voneinander verschieden sind. 
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2.5.2 Evaluierung der ?-Galaktosidase Färbung in Glomeruli 
 
Bevor die eigentliche Auswertung der ?-Galaktosidase-Färbung in den Glomeruli 
vorgenommen wurde, wurden drei zufällig ausgewählte Übersichtsaufnahmen in 100x 
Vergrößerung bezüglich der allgemeinen Intensität der Färbung selbst geprüft. Die 
nachfolgende Beurteilung der gefärbten Zellen in den Glomeruli wurde dann der 
Gesamtstärke der Färbung angepasst, so dass ein positives Signal auch bei schwächerer 
Färbung aufgrund methodischer Faktoren auch als solches eingeschätzt wurde. 
Zur eigentlichen Evaluierung wurden 100 Glomeruli pro Niere darauf bewertet, ob 
?-Galaktosidase-positive Zellen auf der Bowmanschen Kapsel lokalisiert waren oder nicht. 
Wichtiger hingegen war die Bewertung ob ?-Galaktosidase positive Zellen auf dem 
Kapillargeflecht der Glomeruli detektiert werde konnten. Waren positive Signale zu sehen, 
wurden diese gezählt. Die Auswertung der Daten erfolgte ebenfalls mittels Microsoft® Excel, 
die Darstellung und statistische Betrachtung mittels GraphPad Prism 5. Zur statistischen 
Validierung beider Evaluationen wurde der Kruskal-Wallis-Test mit nachfolgendem Dunn-
Test durchgeführt. 
2.5.3 Evaluierung eGFP sowie BrdU positiver Zellen in Tubuli 
 
Die immunfluoreszent gegen eGFP und BrdU ko-gefärbten Gewebeschnitte von 
geschädigten Nieren sowie Kontrollnieren wurden mikroskopisch betrachtet und pro Maus 
vier Sichtfelder in 100x Vergrößerung abfotografiert. In diesen Bildern wurden dann mittels 
der BZ II Analyzer Software die Anzahl an BrdU (rot) und EGFP (grün) gefärbten proximalen 
Tubuluszellen ermittelt. Die erhobenen Daten wurden mit Microsoft® Excel bearbeitet und 
statistische Berechnungen mittels GraphPad Prism 5 durchgeführt. Es wurde eine 
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA = „analysis of variance“) mit nachfolgendem 
Bonferroni-Test erstellt. 
2.5.4 Evaluierung eGFP sowie BrdU positiver Zellen in Glomeruli 
 
Die immunhistochemisch gegen eGFP bzw. BrdU gefärbten Gewebeschnitte uni- sowie 
subtotal nephrektomierter vierfach transgener parietalzellmarkierender Mäuse wurden hierfür 
mikroskopisch betrachtet. Es wurden 80 Glomeruli pro Niere bewertet und eGFP bzw. BrdU 
positive Zellen auf der Bowmanschen Kapsel ebenso wie auf dem Kapillargeflecht der 
Glomeruli gezählt. Die erhobenen Daten wurden mittels Microsoft® Excel bearbeitet, die 
Darstellung und statistische Betrachtung mittels GraphPad Prism 5 durchgeführt. Es wurde 
eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA = „analysis of variance“) mit nachfolgendem 
Bonferroni-Test erstellt.  
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2.5.5 Evaluierung der glomerulären Hypertrophie und relativen 
Podozytopenie 
 
Zur quantitativen Analyse der Hypertrophie wurden die Flächen der glomerulären 
Kapillargeflechtsflächen ausgemessen. Dazu wurden 80 Glomeruli pro PAS-gefärbtem 
Nierenschnitt von uni- und subtotal nephrektomierten Mäusen mittels DISKUS Software 
vermessen. 
Zusätzlich wurden je 80 Glomeruli von immunohistochemisch gegen WT-1 gefärbten 
Schnitten derselben Nieren zur Evaluierung einer Podozytopenie ausgezählt. WT-1 positive 
Zellen (Podozyten) im Bereich der glomerulären Kapillargeflechte wurden gezählt. Die 
gezählten Podozyten wurden pro mm² berechnet und dann auf die hypertrophierten 
Glomeruli-Flächen normalisiert. Dafür wurde ein Quotient aus den Flächen der Glomeruli der 
Rest-Nieren und den Nieren unnephrektomierter Kontrolltiere gebildet und mit der Anzahl an 
Podozyten pro mm² multipliziert. Auf diese Weise konnte einer Überinterpretation einer 
geringeren Anzahl an Podozyten pro Schnitt aufgrund der Vergrößerung der Glomeruli 
vorgebeugt werden. 
Die erhobenen Daten wurden mittels Microsoft® Excel ausgewertet, die Darstellung und 
statistische Betrachtung mittels GraphPad Prism 5 erstellt. 
Es wurde wiederum eine einfaktorielle Varianzanalyse mit nachfolgendem Bonferroni-Test 
für beide Betrachtungen durchgeführt.  
2.5.6 Evaluierung der glomerulären Sklerose in MWF-Ratten 
 
Die Sklerosebeurteilung der Glomeruli erfolgte geblindet durch Betrachtung von 100 
Glomeruli pro Schnitt bei 200x Vergrößerung. Der Skleroseindex unterlag dabei einer 
Schweregrad-Einteilung, die sich wie folgt gestaltete: Stufe 0 keine Sklerose, Stufe 1 
Sklerose in 1-25% der Glomerulusfläche, Stufe 2 Sklerose von 26-50% der 
Kapillargeflechtsfläche, Stufe 3 51-75% der Glomerulusfläche sklerosiert und in Stufe 4 
wiesen 76-100% der Kapillarkonvolutsfläche eine Sklerose auf. Ausschlaggebend für die 
Beurteilung waren Anzeichen von vermehrter Matrixbildung durch Mesangial- sowie 
migrierende Parietalzellen, Protein- und Hyalinablagerungen im Kapillar- sowie 
Bowmanschen Raum, Verdickungen der glomerulären Basalmembran und der 
Bowmanschen Kapsel und deutlicher Untergang glomerulärer Zellen. 
Die erhobenen Daten wurden mittels Microsoft® Excel ausgewertet, die Darstellung und 
statistische Betrachtung mittels GraphPad Prism 5 erstellt. 
Zur statistischen Validierung der Evaluation wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit 
nachfolgendem Bonferroni-Test durchgeführt. 
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2.5.7 Evaluierung der Beteiligung von Parietalzellen an der glomerulären 
Sklerose in MWF-Ratten 
 
Es wurden pro Ratte jeweils 100 Glomeruli (50 pro Niere bzw. Schnitt) auf zum einen gegen 
LKIV/Synaptopodin ko-gefärbte Schnitte und zum anderen gegen CD44/Synaptopodin ko-
gefärbte Schnitte mikroskopisch beurteilt. Für alle Färbungen wurde ein Bewertungssystem 
ähnlich der Glomerulosklerosebewertung (2.5.6) angewandt, bei dem pro Glomerulus und 
pro Färbung die Flächengröße des Kapillargeflechts, die eine Färbung aufwies, abgeschätzt 
und mit einer Skala von 0-4 bewertet wurde. Stufe 0 entsprach somit keiner Färbung des 
Kapillargeflechts, Stufe 1 bedeutete eine Färbung von 1-25% der Fläche, Stufe 2 26-50%, 
Stufe 3 51-75% und Stufe 4 demnach 76-100% gefärbte Fläche. 
Die erhobenen Daten wurden mittels Microsoft® Excel ausgewertet, die Darstellung und 
statistische Betrachtung mittels GraphPad Prism 5 erstellt. Zur statistischen Validierung 
beider Färbungen wurde wiederum eine einfaktorielle Varianzanalyse mit nachfolgendem 
Bonferroni-Test für beide Betrachtungen durchgeführt. 
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2.6 Durchflusszytometrische Untersuchungen 
 
Mit Hilfe eines Durchflusszytometers können die Eigenschaften einzelner Zellen schnell und 
effizient ermittelt werden. Dabei wird eine Zellsuspension in einem Hüllstrom aufgenommen 
und trifft in diesem auf eine sich verengende Probenkammer, die eine Vereinzelung der 
Zellen bewirkt. Die einzelnen Zellen werden an einem monochromatischen Laserstrahl 
vorbeigeführt. Verschiedene Photomultiplikatoren messen dann die Signale, die aufgrund der 
unterschiedlichen Streuung des Laserlichts durch die jeweilige Zelle dabei entstehen. Das 
Vorwärtsstreulicht (FSC: forward scatter) ist proportional zur Zellgröße, das 
Seitwärtsstreulicht (SSC: side scatter) hingegen proportional zur Komplexität der Zelle, die 
sich zusammensetzt aus der Granularität, Oberflächenbeschaffenheit und der Kern/Plasma-
Relation. Zusätzlich verfügt das verwendete Durchflusszytometer über verschiedene Laser, 
die sich potentiell in oder an der Zelle befindliche Fluoreszenzfarbstoffe anregen, und 
Photomultiplikatoren, die das dabei emittierte Licht messen. Das EGFP, welches sich im 
Falle der hier getätigten Untersuchungen in einigen Tubuluszellen befindet, absorbiert dabei 
das Licht mit der Wellenlänge von 488 nm (blau), während die Aquaporin 1 (AQP1) 
gefärbten Zellen eine Markierung mit einem Fluorchrom tragen, welches Licht mit einer 
Wellenlänge von 633 nm (rot) absorbiert. Zusätzlich besaß dieses Gerät einen dritten Laser, 
welcher Licht der Wellenlänge 405 nm (violett) abstrahlt, was wiederum vom DNA-
interkalierenden Farbstoff Hoechst 33342 absorbiert wird. 
Die Auswertung der dabei gewonnenen Daten erfolgte mittels der Software FlowJo. Dieses 
Programm ermöglichte die Darstellung der Eigenschaften der untersuchten Zellen in Form 
von sogenannten „Density Dot Plots“ und, im Falle der Einordnung der Zellen in die 
Zellzyklusphasen, in Histogrammen. Diese Darstellungen dienten lediglich der 
Unterscheidung der einzelnen Zellpopulationen hinsichtlich ihrer Eigenschaften. Aus der 
gesamten Zellmenge wurden die Zellen heraussortiert, die sich anhand ihres Vorwärts- und 
Seitwärtsstreulichts als Einzelzellen auswiesen. Anhand der Informationen über die 
Absorption des Lichts der drei Laser konnten dann Aussagen über die jeweils vorhandenen 
Fluorochrome in den Zellen gemacht und die Darstellung auf diese fokussiert werden. Auf 
diese Weise konnten AQP1 gefärbte Zellen, die ebenfalls EGFP trugen, mit denen, die kein 
EGFP aufwiesen, hinsichtlich ihres DNA-Gehaltes (entsprechend der Intensität der Hoechst-
Färbung) verglichen und Rückschlüsse auf ihren Zellzyklus gezogen werden. 
Jede Population erreichte dann eine bestimmte Zellzahl, die wiederum mittels Microsoft® 
Excel bearbeitet werden konnte. Die graphische Darstellung und statistische Auswertung 
erfolgte mittels GraphPad Prism 5. Der statistische Vergleich von jeweils zwei 
Zellpopulationen erfolgte mittels Zweistichproben-t-Test. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Die Regeneration des proximalen Tubulus nach akuter 
Schädigung 
3.1.1 Ultrastrukturelle Untersuchung einzelner, verteilter Tubuluszellen 
 
In einer humanen Biopsiestudie von Smeets et al. wurden vereinzelte und verteilte Zellen 
innerhalb der Tubuli beobachtet, die unter anderem die Marker CD133 und CD24 
exprimierten [165]. Diese Marker werden häufig in Verbindung mit Progenitoreigenschaften 
gebracht und auch von parietalen Epithelzellen des Glomerulus exprimiert [43, 173]. Zudem 
wurde die Expression weiterer ebenfalls in parietalen Epithelzellen vorkommenden 
Markerproteine, wie beispielsweise Vimentin oder Integrin ?V, in diesen so genannten 
scattered tubular cells (STC) detektiert [165]. Zur Untersuchung dieser vereinzelten 
Tubuluszellen im Mausmodell wurde die Nutzung der PEC-rtTA/LC1/R26R Mauslinie 
angedacht, da in diesen Tieren die spezifische genetische Markierung von parietalen 
Epithelzellen induziert werden kann. Tatsächlich konnte auch in diesem Mausmodell eine 
spezifische, genetische Markierung einzelner, verteilter Tubuluszellen zusätzlich zu den 
Parietalzellen beobachtet werden (Abb. 1.5). Mit Hilfe dieser Maus wurde bereits 2009 die 
Rekrutierung von Podozyten aus Parietalzellen während der Nephrogenese in der Maus 
nachgewiesen, was die Hypothese, dass parietale Epithelzellen als glomeruläre 
Progenitoren dienen, zusätzlich bestärkte [42]. Im Rahmen der Dissertation sollte untersucht 
werden, ob die ebenfalls von der PEC-rtTA Maus markierten STC eine Rolle bei der 
Regeneration des Tubulus nach akuter Schädigung spielen. 
Elektronenmikroskopische Untersuchungen der einzelnen, verteilten CD24-positiven 
Tubuluszellen in humanen Biopsien wiesen gegenüber CD24-negativen Tubuluszellen starke 
morphologische Differenzen in Form von verringertem Zytoplasma-Gehalt und geringerer 
Mitochondrienanzahl sowie einem nur noch rudimentär ausgebildetem Bürstensaum auf 
[165]. Ebenso wurden die vereinzelten, von der PEC-rtTA Maus markierten Tubuluszellen im 
gesunden Zustand ultrastrukturell analysiert. Im Rahmen dessen wurden ausgewachsene 
PEC-rtTA/LC1/R26R Mäuse zur Induktion der Markierung mit Doxyzyklin behandelt, 
anschließend getötet und die Nieren aufbereitet. Die als Reporterprotein gebildete 
?-Galaktosidase (R26R Transgen) der genetisch markierten Zellen war nun in der Lage ein 
Substrat (Bluogal) in blaue, kristalline Farbstoffe umzusetzen. Im Toluidinblau-gefärbten 
Semidünnschnitt waren diese Kristalle in den parietalen Epithelzellen des Glomerulus, aber 
auch in vereinzelten Tubuluszellen deutlich zu erkennen (Abb. 3.1.1 A & A’). Mit diesem 
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Verfahren konnten keine eindeutigen morphologischen Unterschiede markierter gegenüber 
unmarkierter Tubuluszellen festgestellt werden. Die detaillierte elektronenmikroskopische 
Darstellung ergab ebenfalls eine gute Sichtbarkeit der umgesetzten Substratkristalle, die 
rund um den Zellkern verteilt waren, sowie im Zytoplasma und Bürstensaum markierter 
Tubuluszellen (Abb. 3.1.1 B, schwarze Ablagerungen). Markierte und nicht markierte 
Tubuluszellen in direkter Nachbarschaft waren gut voneinander abgrenzbar und wiesen 
keine morphologischen Unterschiede auf. Beide Zellgruppen besaßen die gleiche kubische 
Form, vergleichbare Kern/Plasma-Relation und zudem typische Merkmale von proximalen 
Tubuluszellen wie eine hohe Anzahl an Mitochondrien und einen apikalen Bürstensaum 
bestehend aus Mikrovilli (Abb. 3.1.1 B, Asterisk). 
Auch wenn die Morphologie der vereinzelten Tubuluszellen in der Mausniere sich nicht von 
den übrigen unauffälligen proximalen Tubuluszellen – entgegen den Befunden in humanen 
Nieren – unterscheidet, so haben die menschliche und murine Niere dennoch die Expression 
Parietalzell-spezifischer Marker gemeinsam. Daraus ergibt sich die Frage, ob es sich bei den 
einzelnen, verteilten Tubuluszellen in humanen Nieren und den genetisch markierten 
Tubuluszellen in der PEC-rtTA/LC1/R262R Maus um einen ähnlichen Zelltyp handelt. 
 
 
Abb. 3.1.1: Betrachtung der Morphologie von markierten Tubuluszellen in gesunden PEC-rtTA/LC1/R262R 
Mäusen. (A&A’) Detailaufnahmen von ?-Galaktosidase und Toluidinblau gefärbtem Semidünnschnitt einer 
gesunden Niere, aufgenommen mit Polarisationsfilter (A) und mit Durchlicht (A’); Pfeile = ?-Galaktosidase positive 
Tubuluszellen, Pfeilspitzen = positive Parietalzellen im Glomerulus; Pfeil mit Schweif = positive Zelle während 
Mitose-Phase. 400x Vergrößerung. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines proximalen Tubulus in einer 
?-Galaktosidase gefärbten gesunden Niere. PT = Proximaler Tubulus, IZ = Interstitielle Zellen, Asterisk = 
Bürstensaum der proximalen Tubuluszellen. 5000x Vergrößerung. Sämtliche Bilder aufgenommen am Institut für 
Pathologie, UMC Radboud Universität Nijmegen von Dr. Bart Smeets. 
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Betrachtete man humane Nierenbiopsien mit akuter Tubulusnekrose, wurde eine starke 
Erhöhung der Anzahl an Marker exprimierenden Zellen (STC) sichtbar, die auf eine 
Beteiligung dieser Zellen an regenerativen Prozessen nach akuter Schädigung 
hindeutete [165]. Eine Beteiligung der im Mausmodell genetisch markierten Zellen an der 
tubulären Regeneration erschien daher ebenfalls überaus denkbar. In diesem 
Zusammenhang kamen verschiedene Fragen auf: Handelt es sich bei diesen Zellen um eine 
eigene, von den ausdifferenzierten Tubuluszellen abgrenzbare Zellpopulation? Wie 
beeinflussen sie die Regenerationsfähigkeit der Niere bzw. welche Rolle spielen sie während 
der Regeneration? Und, berücksichtigt man die mit der PEC-rtTA-Mauslinie erzielten 
bisherigen Ergebnisse, sind die einzelnen, markierten Tubuluszellen in Mensch und Maus 
vergleichbar und diese Mauslinie somit zur Erforschung der regenerativen Vorgänge nach 
einer akuten Nierenschädigung geeignet? 
Diese Fragestellungen liegen den folgenden Kapiteln zugrunde, beginnend mit der 
Charakterisierung der markierten Zellen mit Hilfe verschiedener Tubulusschadensmodelle. 
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3.1.2 Morphologische Charakterisierung der markierten Tubuluszellen in 
verschiedenen Schädigungsmodellen 
 
Da die ?-Galaktosidase Färbungen methodisch nur sehr schwer mit immunologischen 
Färbungen kombinierbar waren, wurden PEC-rtTA Mäuse mit Mäusen gekreuzt, die das 
Reportertransgen H2B-eGFP trugen. Dieses Transgen codiert für ein Fusionsprotein aus 
dem grünfluoreszierendem EGFP (engl. enhanced green fluorescent protein) und dem 
Histon H2B, welches ein Bestandteil der DNA-Verpackungsproteine ist, und wird unabhängig 
von der Cre-Rekombinase direkt durch den Doxyzyklin-Transaktivator-Komplex induziert. 
Somit ergab sich bei Behandlung von vierfach transgenen Mäusen mit Doxyzyklin zum einen 
die gewohnte Synthese von zytoplasmatisch lokalisierter ?-Galaktosidase, zum anderen die 
von nukleär lokalisiertem Histon H2B-eGFP (Abb. 3.1.2). Letzteres konnte dann direkt durch 
Anregung fluoreszieren oder indirekt mittels Antikörpern gegen EGFP immunologisch 
detektiert werden, so dass Mehrfachfärbungen mit anderen Markern – und damit die 
verbesserte Analyse der markierten Zellen – möglich wurde. Das Färbemuster entsprach 
exakt dem der PEC-rtTA/LC1/R26R Maus – mit markierten Parietalzellen und einzelnen, 
verteilten markierten Tubuluszellen (Abb. 3.1.2). 
Lediglich handelt es sich, gegenüber der irreversiblen Markierung über die ?-Galaktosidase 
Produktion, um eine reversible Markierung, da Histone bei der Zellteilung zufällig auf die 
entstandenen Tochterzellen verteilt werden. Somit kommt es mit jeder Zellteilung zu einer 
Abschwächung der Fluoreszenzintensität, außer im Falle einer anhaltenden Synthese des 
Reportertransgens aufgrund dauerhafter Induktion des Promotors mittels permanenter 
Doxyzyklin-Gabe. 
 
Abb. 3.1.2: Expressionsmuster der PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Maus. 
Immunfluoreszenz-Färbung gegen EGFP (grün) eines Paraffinschnitts einer gesunden Niere einer Parietalzell-
markierenden Reportermaus mit zusätzlichem Reportertransgen für Histon H2B konjugiertes EGFP offenbart 
dasselbe Expressionsmuster wie in PEC-rtTA/LC1/R26R Mäusen. Pfeile = positive Nuklei von markierten 
Tubuluszellen; Pfeilspitzen = positive Parietalzellen im Glomerulus. 400x Vergrößerung. 
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Unter Berücksichtigung dieser Eigenschaft der vierfach transgenen 
PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP – kurz PEC-rtTA/H2B-eGFP – Mauslinie wurden 
verschiedene Schadensmodelle mit Tieren dieser Linie durchgeführt um die einzelnen, 
verteilten und markierten Tubuluszellen zu charakterisieren. 
Zur Untersuchung der genauen Lokalisation der vereinzelten, markierten Zellen und ihres 
Verhaltens nach akuter Schädigung wurden Ischämie/Reperfusions-Experimente mit 
Induktion der genetischen Markierung während der Regenerationsphase durchgeführt 
(Abb. 3.1.3 A). 
 
 
Abb. 3.1.3: Charakterisierung der markierten proximalen Tubuluszellen nach I/R. 
(A) Der Versuchsaufbau beinhaltet 14 Tage Doxyzyklin-Gabe, beginnend kurz vor I/R Schadensinduktion und 
während der Regenerationsphase danach. 21 Tage nach I/R wurden die Tiere getötet. (B) Charakterisierung der 
Aktivität des Promotors anhand der Lokalisierung gefärbter Zellen und der de novo Markierung nach I/R 
Schädigung. (B1) & (B4) zeigen gegen EGFP und Aquaporin 1 (proximales Tubulusepithel) immunfluoreszent 
doppelgefärbte Paraffinschnitte I/R geschädigter Nieren (B4) und kontralateraler Kontrollnieren (B1). (B2) & (B5) 
zeigen gegen EGFP und Aquaporin 2 (Sammelrohr) immunfluoreszent doppelgefärbte Paraffinschnitte I/R 
geschädigter Nieren (B5) und kontralateraler Kontrollnieren (B2). (B3) & (B6) zeigen gegen EGFP und Tamm-
Horsfall-Protein (THP; aufsteigender Ast der Henle-Schleife) immunfluoreszent doppelgefärbte Paraffinschnitte 
I/R geschädigter Nieren (B6) und kontralateraler Kontrollnieren (B3). Pfeile = EGFP-positive Nuklei markierter 
Tubuluszellen, Pfeilspitzen = EGFP-positive Nuklei von markierten Parietalzellen im Glomerulus. 
200x Vergrößerung. N=5. 
 
Mittels Segment-spezifischer Marker wurde deutlich, dass in der gesunden Kontrollniere die 
markierten Zellen über verschiedene Tubulussegmente verteilt sind. So zeigten in den 
gesunden, kontralateralen Nieren einzelne Aquaporin 1-gefärbte proximale Tubuluszellen 
(AQP1; Abb. 3.1.3 B1), Aquaporin 2-positive Sammelrohrzellen (AQP2; Abb. 3.1.3 B2) und 
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Tamm-Horsfall-Protein exprimierende dicke, aufsteigende Henle-Schleife- sowie distale 
Tubuluszellen (THP; Abb. 3.1.3 B3) die genetische Markierung (grünfluoreszierende 
Zellkerne). Dabei gab es keinen Unterschied der Häufigkeit des Auftretens doppeltpositiver 
Zellen in den verschiedenen Segmenten. 
Nach dem Setzen des ischämischen Schadens konnte ein Anstieg an markierten Zellen fast 
ausschließlich in AQP1-positiven Tubuli beobachtet werden (Abb. 3.1.3 B4). Sammelrohre 
wie auch aufsteigender Ast der Henle-Schleife und distale Tubuli wiesen dagegen weiterhin 
das bereits in gesunden Tieren detektierte Expressionsmuster von einzelnen, verteilten 
Zellen auf (Abb. 3.1.3 B5 & B6). 
Dennoch wurden auch in den AQP1- und EGFP-doppeltgefärbten Schnitten mehrere 
nebeneinander liegende EGFP-positive Zellen beobachtet, die auf den ersten Blick AQP1-
negativ erschienen (Abb. 3.1.3 B4). Bei genauerer Betrachtung wurde jedoch deutlich, dass 
diese Zellen durchaus schwach AQP1-positiv waren, das spezifische Expressionsmuster 
entlang der Zellmembranen allerdings fließend schwächer wurde, bis keine Detektion der 
Expression mehr möglich war. Offensichtlich führte die Schädigung der Zellen zu einem 
Verlust des Aquaporins. 
Das Schadensmodell der Ischämie/Reperfusion betrifft vornehmlich proximale Tubuluszellen 
aufgrund der hohen Anfälligkeit dieser gegenüber Hypoxie-Schäden. Somit bestand die 
Möglichkeit, dass in AQP2- und THP-positiven Tubulussegmenten der Anstieg von genetisch 
markierten Zellen ausblieb, eben weil diese Segmente weniger von ischämischen Schäden 
beeinträchtigt wurden. Daher wurde eine Analyse derselben Tubulussegmentmarker in 
weiteren Schadensmodellen – der unilateralen Ureterobstruktion (UUO) und einem Modell 
von spontan auftretender Proteinurie (ektopische Expression des Antigens Thy-1.1 auf 
Podozyten) – angestrebt. 
Das Modell der unilateralen Ureterobstruktion schädigt zuerst aufgrund des Urinstaus die 
untersten harnableitenden Segmente, wie Sammelrohre, distale Tubuli und auch Henle-
Schleife. Je länger die Obstruktion besteht, umso stärker werden die Tubuli geschädigt, bis 
hin zur kompletten Funktionsuntüchtigkeit des Nephrons. 
Daher wurden die Tiere bereits fünf Tage nach Schadensinduktion getötet und die Nieren 
entnommen, wobei die genetische Markierung durchweg mittels fortlaufender Doxyzyklin-
Gabe bis zur Tötung induziert wurde (Abb. 3.1.4 A). Auch in diesem Schadensmodell konnte 
der starke Anstieg an markierten Tubuluszellen hauptsächlich in AQP1-positiven proximalen 
Tubulusepithelien festgestellt werden (Abb. 3.1.4 B4). In AQP2-positiven Sammelrohren 
sowie THP-positiven distalen Tubuli bzw. Henle-Schleife-Zellen hingegen waren nur 
vereinzelte, verteilte markierte Zellen auszumachen (Abb. 3.1.4 B5 & B6). 
Allerdings wiesen besonders die THP-positiven Tubuli auch Bereiche mit mehreren 
nebeneinander gelegen EGFP-positiven Zellen auf (Abb. 3.1.4 B6), jedoch nicht im gleichen 
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Ausmaß wie es in proximalen Tubulusepithelien der Fall war (vgl. Abb. 3.1.4 B4 bzw. THP-
negative Tubuli in Abb. 3.1.4 B6). 
 
 
Abb. 3.1.4: Charakterisierung der markierten proximalen Tubuluszellen nach unilateraler 
Ureterobstruktion (UUO). (A) Der Versuchsaufbau beinhaltet 7 Tage Doxyzyklin-Gabe, beginnend kurz vor UUO 
Schadensinduktion und während der Regenerationsphase danach. 5 Tage nach UUO wurden die Tiere getötet. 
(B) Charakterisierung der Aktivität des Promotors anhand der Lokalisierung gefärbter Zellen und der de novo 
Markierung nach UUO Schädigung. (B1) & (B4) zeigen gegen EGFP und Aquaporin 1 (proximales 
Tubulusepithel) immunfluoreszent doppelgefärbte Paraffinschnitte I/R geschädigter Nieren (B4) und 
kontralateraler Kontrollnieren (B1). (B2) & (B5) zeigen immunfluoreszent gegen EGFP und Aquaporin 2 
(Sammelrohr) doppelgefärbte Paraffinschnitte I/R geschädigter Nieren (B5) und kontralateraler Kontrollnieren 
(B2). (B3) & (B6) zeigen gegen EGFP und Tamm-Horsfall-Protein (THP; aufsteigender Ast der Henle-Schleife) 
immunfluoreszent doppelgefärbte Paraffinschnitte I/R geschädigter Nieren (B6) und kontralateraler Kontrollnieren 
(B3). Pfeile = EGFP-positive Nuklei markierter Tubuluszellen, Pfeilspitzen = EGFP-positive Nuklei von markierten 
Parietalzellen im Glomerulus. 200x Vergrößerung. N=4. 
 
Beim Schadensmodell der spontanen Proteinurie wurde ausgewachsenen fünffach 
transgenen PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP/Thy-1.1 Mäusen über 14 Tage Doxyzyklin 
verabreicht (Abb. 3.1.5 A), so dass es neben der genetischen Markierung der PEC-
Promotor-aktiven Zellen auch zu einer ektopischen Expression des Thy-1.1-Antigens auf 
Podozyten kam, die zu einer spontanen Proteinurie führte (bereits beschrieben in [69]). 
Aufgrund der somit entstandenen übermäßig hohen Durchlässigkeit des glomerulären Filters 
für Proteine scheiterten die proximalen Tubuli bei der Rückresorption dieser. Dadurch 
wurden eben jene proximalen Tubuli primär geschädigt. Das bestätigten auch die 
Immunfluoreszenz-Mehrfachfärbungen, in denen wiederum der Anstieg genetisch markierter 
Zellen innerhalb der AQP1-positiven proximalen Tubuli zu detektieren war (Abb. 3.1.5 B4). 
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Weiter distal gelegene Tubulussegmente wiesen dagegen das normale Expressionsmuster 
einzelner, verteilter Zellen auf (Abb. 3.1.5 B5 & B6). Auch hier wurde ein langsamer Verlust 
von AQP1 der proximalen Tubulusepithelzellen nach I/R Schädigung durch die schwächer 
werdende Fluoreszenzintensität im Gegensatz zu den kontralateralen Kontrollnieren deutlich 
(Abb. 3.1.5 B1 & B4).  
 
 
Abb. 3.1.5: Charakterisierung der markierten proximalen Tubuluszellen in spontanen Proteinurie-Modell 
anhand PEC-rtTA/H2B-eGFP/Thy-1.1 Mäusen. (A) Der Versuchsaufbau beinhaltet 14 Tage Doxyzyklin-Gabe 
von ausgewachsenen vierfach transgenen Mäusen und dreifach transgenen Kontrollmäusen ohne Thy-1.1 
Transgen zur Markierung PEC-Promotor-aktiver Zellen und zur Entwicklung einer Proteinurie aufgrund der 
ektopischen, podozytären Thy-1.1 Expression. (B) Charakterisierung der Aktivität des Promotors anhand der 
Lokalisierung gefärbter Zellen und der de novo Markierung aufgrund der Proteinurie-bedingten Tubulus-
Schädigung. (B1) & (B4) zeigen immunfluoreszent gegen EGFP und Aquaporin 1 (proximales Tubulusepithel) 
doppelgefärbte Paraffinschnitte von I/R geschädigten Nieren (B4) und kontralateralen Kontrollnieren (B1). (B2) & 
(B5) zeigen gegen EGFP und Aquaporin 2 (Sammelrohr) immunfluoreszent doppelgefärbte Paraffinschnitte von 
I/R geschädigten Nieren (B5) und kontralateralen Kontrollnieren (B2). (B3) & (B6) zeigen gegen EGFP und 
Tamm-Horsfall-Protein (THP; aufsteigender Ast der Henle-Schleife) immunfluoreszent doppelgefärbte 
Paraffinschnitte von I/R geschädigten Nieren (B6) und kontralateralen Kontrollnieren (B3). Pfeile = EGFP-positive 
Nuklei markierter Tubuluszellen, Pfeilspitzen = EGFP-positive Nuklei von markierten Parietalzellen im 
Glomerulus. 200x Vergrößerung. N=5. 
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3.1.3 Untersuchung des proliferativen Verhaltens genetisch markierter 
Tubuluszellen 
 
3.1.3.1 Untersuchung der markierten Zellen während der späten renalen Entwicklung 
 
Bereits vorangegangene Studien mit PEC-rtTA/LC1/R26R Mäusen deuteten darauf hin, dass 
parietale Epithelzellen während der Nephrogenese proliferierten [42]. Aufgrund dessen sollte 
untersucht werden, ob die von der PEC-rtTA Maus ebenso genetisch markierten 
Tubuluszellen während der Entwicklung proliferativ aktiv sind. 
Dazu erhielten ausgewachsene, 17 Wochen alte und sich noch entwickelnde, drei Wochen 
alte Mäuse Doxyzyklin via Trinkwasser über einen Zeitraum von fünf Tagen zur Induktion der 
genetischen Markierung. Zusätzlich wurde dem Trinkwasser ab dem zweiten Tag der 
Behandlung BrdU (5-Bromo-2-desoxyuridin) zugegeben (Abb. 3.1.6 A). Somit sollte 
gewährleistet werden, dass genetisch markierte Zellen, die im Begriff sind sich zu teilen, 
BrdU – ein Analogon zum DNA-Nukleosid Thymidin – einbauten, welches später 
immunologisch detektiert werden konnte. 
 
 
Abb. 3.1.6: Untersuchung des proliferativen Verhaltens markierter Tubuluszellen in juvenilen und adulten 
gesunden PEC-rtTA/H2B-eGFP Mäusen. (A) Der Versuchsaufbau umfasste fünf Tage Doxyzyklin-Gabe zur 
Markierung einzelner, verteilter Zellen und viertägige BrdU-Gabe, beides über Trinkwasser, an 3 Wochen und 17 
Wochen alte transgene Mäuse (beide Gruppen N=3). Nach fünf Tagen wurde der Versuch durch Tötung der Tiere 
beendet. (B) Immunfluoreszenzfärbungen gegen EGFP (grün) und BrdU (rot) in gesunden Tieren mit einem Alter 
von 3 Wochen (4-6) und 17 Wochen (1-3). Nuklei-Färbung mit Hoechst (blau). 100x Vergrößerung. 
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Die jungen Mäuse wiesen eine deutlich höhere Proliferationsrate des gesamten 
Tubulussystems auf (Abb. 3.1.6 B5), während in den ausgewachsenen Tieren nur 
vereinzelte BrdU-positive Tubuluszellen detektiert werden konnten (Abb. 3.1.6 B2). Der 
Gehalt an EGFP-positiven Zellen war dagegen in jungen Mäusen mit denen der 
ausgewachsenen Mäuse vergleichbar (Abb. 3.1.6 B1 & B4). Zudem konnten nur äußerst 
selten doppeltpositive Zellen nachgewiesen werden. Die genetische Markierung erfolgt 
demnach unabhängig vom normalen Zell-Turnover während der späten renalen Entwicklung 
wie auch im gesunden, ausgewachsenen Tier. 
 
3.1.3.2 Bestimmung der Reportergen-Expression nach einmaligem Induktionsbolus 
 
Zur Untersuchung zeitabhängiger Prozesse, wie der Untersuchung der Proliferation 
markierter Zellen nach Schadenssetzung, stellte die Gabe des Doxyzyklins über das 
Trinkwasser keine geeignete Methode zur zeitlich gesteuerten Induktion der Markierung dar. 
Eine alternative Methode der Doxyzyklin-Gabe bietet die i.p. Injektion des Medikamentes. 
Dies wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe durchgeführt – bislang allerdings nur in 
juvenilen PEC-rtTA/LC1/R26R Mäusen [42]. Nun sollte ermittelt werden, ob auch eine 
einzelne Doxyzyklin-Injektion in adulten PEC-rtTA/H2B-eGFP Mäusen ausreicht, um die 
Reportergen-Expression in den Promotor-aktiven Zellen zu induzieren. 
Bereits vier Stunden nach einmaligem Doxyzyklin-Bolus waren erste schwach EGFP-positive 
Zellen sichtbar (Abb. 3.1.7 A2, A’). Nach weiteren zwei Stunden nahm die Expression 
deutlich zu, bis nach insgesamt 14 Stunden nach Injektion die bekannte, signalstarke 
Expression des Reportergens in den einzelnen und verteilten Tubuluszellen ebenso wie 
parietalen Epithelzellen detektiert werden konnte (Abb. 3.1.7 B3 & B4, A’). Für eine 
abgeschlossene und ausreichende Expression des EGFPs wurde für alle folgenden 
Experimente zur zeitabhängigen Analyse ein Zeitfenster von acht Stunden zwischen 
Doxyzyklin-Injektion und Tötung des Versuchstieres gewählt. Kombinierte man diese 
Injektion mit einer gleichzeitigen BrdU-Injektion ergab sich acht Stunden später eine 
deutliche Expression von EGFP und ein erfolgreicher Einbau von BrdU in sämtliche 
proliferierenden sowie genetisch markierten Zellen ebenso wie in vereinzelte markierte 
Zellen, die im Begriff sind sich zu teilen (Abb. 3.1.7 B & B’). Nun war auch methodisch eine 
Analyse der genetisch markierten Zellen hinsichtlich ihres proliferativen Verhaltens nach I/R 
möglich. 
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Abb. 3.1.7: Beginn der Expression bzw. Möglichkeit des Nachweises des Reportergens nach einmaliger 
Injektion und Kombination von BrdU und einmaliger Doxyzyklin-Injektion zur verbesserten 
Analysefähigkeit des Proliferationsverhaltens markierter Tubuluszellen. (A) Immunfluoreszenzfärbung 
gegen EGFP (grün) nach einmaliger i.p. Injektion von Doxyzyklin in gesunde Mäuse zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Tötung: 2 (1), 4 (2), 6 (3) und 14 (4) Stunden nach Injektion. Pfeile = positiv markierte 
Tubuluszellen; Pfeilspitzen = positive Parietalzellen. 200x Vergrößerung. (A’) Auszählung EGFP-positiver 
Tubuluszellen zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Doxyzyklin-Injektion. Es wurden 5 Gesichtsfelder in 200x 
Vergrößerung pro Zeitpunkt (N=1) ausgezählt; Balken = Standardabweichung, ** P<0,01. (B) Der 
Versuchsaufbau zur Austestung der Kombination von BrdU- und Doxyzyklin-Injektion umfasst eine gleichzeitige 
i.p. Injektion von Doxyzyklin und BrdU acht Stunden vor Tötung des Tieres. (B’) Immunfluoreszenz-
Doppelfärbung gegen EGFP (grün) und BrdU (rot). Pfeilspitzen = doppeltpositive Tubuluszellen. 
200x Vergrößerung. 
 
3.1.3.3 Untersuchung der markierten Zellen unmittelbar nach Ischämie/Reperfusion 
 
3.1.3.3.1 Evaluation der Proliferation markierter Zellen mittels Immunfluoreszenzfärbungen 
 
Es wurden drei Zeitpunkte unmittelbar nach Induktion des akuten Schadens gewählt, zu 
denen die Aktivität des Promotors sowie das proliferative Verhalten der geschädigten 
Tubuluszellen betrachtet wurden (Abb. 3.1.8 A). Auch wenn die Tiere erst acht Stunden nach 
Injektion getötet wurden, wird im Folgenden die Auswertung der zeitabhängigen Versuche 
als Zustand der Niere bei Injektion betrachtet. 
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Abb. 3.1.8: Zeitabhängige Analyse des proliferativen Verhaltens markierter Tubuluszellen nach I/R 
Schädigung. (A) Der Versuchsaufbau umfasste drei Versuchsgruppen, wobei Doxyzyklin und BrdU gleichzeitig 
eine Stunde nach I/R bei Gruppe A, 25 Stunden nach I/R bei Gruppe B und 49 Stunden nach I/R bei Gruppe C 
gegeben wurde und die Tiere der einzelnen Gruppen jeweils 8 Stunden nach Doxyzyklin und BrdU Gabe getötet 
wurden. (A’) Zusätzlich wurde eine Gruppe mit drei Doxyzyklin-Injektionen, eine, 25 und 49 Stunden nach I/R, 
wobei die beiden letzten mit BrdU-Gabe kombiniert wurden, behandelt. (B) Immunfluoreszenzfärbung gegen 
EGFP (grün) und BrdU (rot) von Tieren der Gruppe A (1-3), Gruppe B (4-6), Gruppe C (7-9) und der Gruppe, 
welche 3 Injektionen von Doxyzyklin erhielt (10-12). Nuklei-Färbung mit Hoechst (blau). Pfeile weisen auf 
doppeltpositive Tubuluszellen bzw. Bereiche mit doppeltpositiven Zellen hin. 100x Vergrößerung. Pro Gruppe 
N=3. 
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Dadurch ergab sich immer noch eine gewisse zeitliche Diskrepanz, die bei diesen wie auch 
den folgenden zeitabhängigen Versuchen (Kapitel 3.1.3.4) und der Diskussion dieser 
(Kapitel 4.1), berücksichtigt werden muss. 
Eine Stunde nach I/R war weder ein Anstieg an markierten Zellen noch an BrdU-
inkorporierenden Zellen detektierbar (Abb. 3.1.9). Zudem erschien die geschädigte Niere 
zum Zeitpunkt der Tötung – neun Stunden nach der Schadenssetzung – morphologisch 
unauffällig (Abb. 3.1.8 B1-3). Bereits die zweite betrachtete Zeitspanne – 25 bis 33 Stunden 
nach I/R – wies dagegen erste Schädigungsmerkmale, wie das Abflachen proximaler 
Tubuluszellen und Proteinablagerungen in den Lumina der Tubuli, auf (Abb. 3.1.8 B4-6). Die 
Anzahl an markierten Tubuluszellen stieg merklich an, was auf eine unmittelbare Beteiligung 
dieser Zellen an der Reaktion auf die Schädigung schließen lässt. Allgemein war ein 
vermehrter Einbau von BrdU zu verzeichnen und damit eine erhöhte Proliferationsrate der 
Tubuluszellen (Abb. 3.1.8 B4-6). Der Anteil proliferierender Zellen, die ebenfalls genetisch 
markiert waren, erhöhte sich auf ca. 45% (Abb. 3.1.9). Nach 49 bis 57 Stunden nach I/R 
konnte einhergehend mit einer Verstärkung der Schadensmerkmale der Tubuli ein Anstieg 
an genetisch markierten sowie BrdU-positiven Zellen verzeichnet werden (Abb. 3.1.8 B7-9). 
Ebenso stieg der Anteil BrdU-positiver Zellen, die auch EGFP-positiv waren auf 50-55% an 
(Abb. 3.1.9). 
 
 
Abb. 3.1.9: Quantitative Evaluation der zeitabhängigen Analyse des proliferativen Verhaltens nach I/R 
Schädigung markierter Tubuluszellen. Evaluation hinsichtlich der genetischen Markierung proliferierender 
Zellen mittels Auszählung von EGFP-, BrdU- bzw. doppeltpositiven Zellen in vier Sichtfeldern von 100x 
Vergrößerung pro Tier (N=3). Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung; *** P<0,001. 
 
Diese Versuche basierten auf einen jeweils pro Zeitpunkt getätigten einmaligen 
Injektionsbolus. Damit war eine zufällige Korrelation der beiden Vorgänge – der Induktion 
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des Promotors sowie des Einbaus von BrdU – in den geschädigten Zellen durch ihren nicht 
exakt zeitgleichen Ablauf im in vivo Modell nahezu ausgeschlossen. Um die tatsächliche 
Korrelation der Vorgänge klären zu können, wurde eine zusätzliche Versuchsgruppe erstellt. 
Diese wurde mit drei Doxyzyklin-Injektionen zu den Zeitpunkten eine, 25 und 49 Stunden 
nach I/R sowie zwei BrdU-Injektionen 25 und 49 Stunden nach Schadenssetzung behandelt 
(Abb. 3.1.8 A’). 
Dadurch konnte ein deutlicher Anstieg der Anzahl EGFP- wie auch BrdU-positiver Zellen 
detektiert werden (Abb. 3.1.8 B10-12). Zudem wiesen etwa 80-85% aller proliferierenden 
Zellen zusätzlich die genetische Markierung auf (Abb. 3.1.9). 
Dies spricht dafür, dass die Korrelation von Proliferation und Induktion der Markierung nicht 
von zufälliger Natur war. Zur weiteren Absicherung der Befunde wurden die genetisch 
markierten Tubuluszellen zu den relevanten Zeitpunkten (25-33 und 49-57 Stunden nach I/R, 
Abb. 3.1.11 A) mittels durchflusszytometrischer Analyse hinsichtlich ihres Zellzyklus 
untersucht. 
 
3.1.3.3.2 Zellzyklus-Analyse markierter Zellen mittels Durchflusszytometrie 
 
Zur Analyse des Zellzyklus markierter Zellen wurden nach Tötung der Tiere zu den beiden 
späteren Zeitpunkten (Abb. 3.1.11 A) die kortikalen Nierenzellen isoliert. Die Glomeruli 
wurden ausgesiebt und verworfen, um eine reine Tubuluszellfraktion zu erhalten. 
Anschließend wurden die gewonnenen Zellen vereinzelt. Um lediglich proximale 
Tubuluszellen untersuchen zu können, wurden die Zellen immunologisch gegen Aquaporin 1 
(AQP1) angefärbt (Abb. 3.1.10 C). Zudem erfolgte eine Färbung mittels des DNA-
Interkalators Hoechst 33342, so dass der DNA-Gehalt bestimmt und auf diesem Weg eine 
Aussage darüber getroffen werden konnte, in welcher Zellzyklusphase sich die Zellen 
befinden (Abb. 3.1.10 D-D’’). 
Für beide Zeitpunkte wurde ein zwar signifikanter, mit einem Faktor von vier bis fünf, 
dennoch recht geringer Anstieg der Anzahl an EGFP-positiven proximalen Tubuluszellen 
gemessen (Abb. 3.1.11 B & B’). Betrachtet man immunologisch gefärbte I/R geschädigte 
Nieren (Abb. 3.1.8 B4-12), sollte der Faktor der Zunahme von genetisch markierten Zellen 
wesentlich höher sein. Diese Diskrepanz ergab sich durch eine fehlende zusätzliche 
immunologische Detektion des zellulären EGFP, da die Eigenfluoreszenz keine ausreichend 
hohe Signalstärke erreicht. Zudem ist vermutlich in Zellen, die im Begriff sind sich zu teilen 
oder gerade geteilt haben, die Intensität der EGFP-Eigenfluoreszenz niedriger. Dies wird in 
der Dot Blot Darstellung deutlich, in denen keine klar abgrenzbare EGFP-positive 
bzw. -negative Population proximaler (APQ1-positiver) Tubuluszellen auftraten 
(Abb. 3.1.10 C). Da die Gates zur Analyse sehr stringent gesetzt wurden, fallen somit 
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schwach EGFP-positive Zellen in die Population der negativen Zellen bzw. ganz aus der 
Betrachtung. 
 
 
Abb. 3.1.10: Gate-Setzung der Durchflusszytometrie zur zeitabhängigen Zellzyklus-Analyse genetisch 
markierter Tubuluszellen nach I/R. (A) Ein erstes allgemeines Gate wurde unter Gegeneinanderstellung von 
Seitwärts- (SSC) und Vorwärtsstreulicht (FSC) gesetzt, um Zellfragmente, Zelldoubletten sowie zu große Zellen 
vorab auszuschließen. (B) Unter Betrachtung gegen eine andere Einstellung des Vorwärtsstreulichts wurde ein 
Gate zum Ausschluss aller Zelldoubletten und übermäßig großer Zellen gesetzt und diese Population dann nach 
ihrer grünen (EGFP) bzw. roten Fluoreszenzintensität (Aquaporin 1; AQP1) aufgetragen (C), so dass alle AQP1-
positiven proximalen Tubuluszellen nach ihrer genetischen Markierung unterschieden und getrennt werden 
konnten. Dafür wurden beide Zellpopulationen auf ihre Fluoreszenzintensität der Hoechst Färbung hin untersucht 
(Hoechst gegen Vorwärtsstreulicht) (D) und für eine Bestimmung der Zellzyklusphasen wurde die Hoechst-
Fluoreszenz gegen die Anzahl an aufgenommenen Zellen in einem Histogramm dargestellt, mit der eine erste 
Aussortierung aller toten bzw. sterbenden Zellen (zu niedrige Fluoreszenzintensität durch fragmentierte DNA) 
vorgenommen wurde (D’). Die eigentliche Bestimmung der Zellgruppe, die sich in S bzw. G2-Phase befand, 
erfolgte dann durch Bestimmung des Scheitelpunktes des ersten (G0/G1-Phase-) Peaks (D’’). 
 
Umso mehr Gewicht kann dem Ergebnis der Zellzyklus-Analyse zugesprochen werden. Zu 
beiden Zeitpunkten zeigten die geschädigten Nieren eine zum Teil signifikante Zunahme von 
genetisch markierten Zellen, die sich in der S- oder G2-Phase befinden (Abb. 3.1.11 C). Dies 
bestätigte einmal mehr, dass der Induktion der genetischen Markierung in akut geschädigten 
Tubuluszellen die Proliferation dieser Zellen folgt, was bereits die Evaluierung von 
Immunfärbungen indizierte (Abb. 3.1.9). Interessanterweise wiesen die kontralateralen 
Kontrollnieren eine deutlich stärkere Zunahme von in der S-/G2-Phase befindlichen genetisch 
markierten Tubuluszellen verglichen mit den I/R geschädigten Nieren auf (Abb. 3.1.11 C’). 
Daraufhin wurden die Tubuluszellen der kontralateralen Nieren mittels Evaluation von 
Immunfärbungen genauer betrachtet. 
Ergebnisse 
72 
 
Abb. 3.1.11: Zeitabhängige Zellzyklus-Analyse genetisch markierter Tubuluszellen nach I/R mittels 
Durchflusszytometrie. (A) Der Versuchsaufbau umfasste zwei Versuchsgruppen, die 25 Stunden (Gruppe A) 
bzw. 49 Stunden (Gruppe B) nach I/R Doxyzyklin erhielten und jeweils acht Stunden danach zur Isolierung der 
Tubuluszellen getötet wurden. Gruppe A: N=3 (sechs Tiere, wobei jeweils die geschädigten bzw. Kontroll-Nieren 
zweier Tiere zusammengegeben wurden). Gruppe B: N=3 (ebenfalls Zusammengabe der Nieren zweier Tiere, 
lediglich die Probe für die dritte Messung bestand nur aus den Nieren einer Maus). (B) Graphische Darstellung 
der Ergebnisse der Analyse aller Einzelzellen hinsichtlich ihrer Positivität für EGFP (aktivierter Promotor) und 
Aquaporin 1 (AQP1, proximale Tubuluszelle). Roter Balken = proximale Tubuluszellen ohne aktiven Promotor 
(AQP1+/eGFP-), grüner Balken = proximale Tubuluszellen mit aktivem Promotor (AQP1+/eGFP+); Fehlerbalken 
bezeichnen die Standardabweichung. (B’) Gesonderter Graph zur deutlicheren Darstellung des Anstieges 
genetisch markierter Tubuluszellen nach I/R. Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung; * P<0,05, 
** P<0,01. (C) Graphische Darstellung der zum Zeitpunkt der Tötung in S- bzw. G2-Phase befindlichen 
Tubuluszellen in den I/R geschädigten Nieren. Schwarzer Balken = proximale Tubuluszellen in S/G2-Phase, 
weißer Balken = proximale Tubuluszellen in G0/G1-Phase; Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung, 
** P<0,01. (C’) Graphische Darstellung der zum Zeitpunkt der Tötung in S- bzw. G2-Phase befindlichen 
Tubuluszellen in den kontralateralen Kontrollnieren. Schwarzer Balken = proximale Tubuluszellen in S/G2-Phase, 
weißer Balken = proximale Tubuluszellen in G0/G1-Phase; Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung, 
*** P<0,001. 
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3.1.3.4 Untersuchung des Verhaltens der markierten Zellen in den kontralateralen 
Nieren nach I/R 
 
Aufgrund des Versuchs die Nierenfunktion trotz geschädigter linker Niere aufrechtzuerhalten, 
war durchaus eine Reaktion der rechten gesunden Niere in Form von Proliferation und 
Hypertrophie zu erwarten. Mit dem Blutkreislauf gelangen Signalmoleküle, wie z.B. 
immunologische Botenstoffe und Wachstumsfaktoren, aus der geschädigten zur 
kontralateralen Niere, wodurch deren Zellen ebenfalls auf eine mögliche Schädigung 
vorbereitet werden. 
 
 
Abb. 3.1.12: Proliferationsverhalten markierter Tubuluszellen in gesunden, unbehandelten verglichen mit 
gesunden, kontralateralen Nieren nach I/R. (A) Der Versuchsaufbau umfasste drei Doxyzyklin-Gaben im 
Abstand von 24 Stunden, wobei die letzten beiden mit BrdU-Injektionen kombiniert wurden. Im Falle der 
gesunden, kontralateralen Nieren erfolgte eine Stunde vor der ersten Doxyzyklin-Gabe eine I/R der linken Niere. 
Die Tötung wurde jeweils acht Stunden nach letzter Injektion vorgenommen. (B) Evaluation der genetischen 
Markierung proliferierender Zellen mittels Auszählung von EGFP, BrdU bzw. doppeltpositiven Zellen in vier 
Sichtfeldern von 100x Vergrößerung pro Tier (N=3). Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung; 
n.s.=nicht signifikant: P=0,0689. (C) Evaluation der genetischen Markierung proximaler Tubuluszellen mittels 
Auszählung von EGFP in vier Sichtfeldern in 100x Vergrößerung pro Tier (N=3). Fehlerbalken bezeichnen die 
Standardabweichung; ** P<0,01. 
 
Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt (Kapitel 3.1.3.3.2) beschrieben, ergab sich aus 
den durchflusszytometrischen Analysen, dass es auch in den nicht geschädigten Nieren 
vermehrt die genetisch markierten Tubuluszellen sind, die in die Synthesephase des 
Zellzyklus übergehen (Abb. 3.1.11 C’). Dies galt es nun mittels der Evaluation von 
immunfluoreszent gefärbten Schnitten der kontralateralen Nieren sowie absolut 
ungeschädigten Kontrollnieren zu verifizieren. Um sicherzustellen, dass die genetische 
Markierung der Zellen ausreichend effizient erfolgte, wurden drei Doxyzyklin-Injektionen im 
Abstand von 24 Stunden verabreicht (im Falle der kontralateralen Nieren beginnend eine 
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Stunde nach I/R). Zusätzlich wurden die letzten beiden Gaben mit BrdU kombiniert und die 
Tiere acht Stunden nach der letzten Injektion getötet (Abb. 3.1.12 A). 
Die Auszählung der Immunfärbungen ergab in den kontralateralen Nieren im Gegensatz zu 
unbehandelten gesunden Nieren ebenfalls einen deutlichen – wenn auch nicht signifikanten 
– Anstieg an BrdU-positiven Zellen, die zusätzlich genetisch markiert waren (Abb. 3.1.12 B). 
Zudem wurde eine signifikante Zunahme an EGFP markierten Tubuluszellen in den 
kontralateralen verglichen mit unbehandelten Nieren beobachtet (Abb. 3.1.12 C). Diese 
Zunahme begründet sich vermutlich nicht nur auf die Teilung der Zellen, die bereits im 
gesunden Zustand markiert sind. Da der Anteil proliferierender Zellen, die EGFP-positiv sind, 
bei lediglich ca. 30% lag (Abb. 3.1.12 B), lässt sich hierbei auf eine de novo Aktivierung der 
Markierung weiterer Zellen schließen. 
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3.1.4 Analyse der Expression verschiedener Marker in markierten 
Tubuluszellen nach akuter Schädigung 
 
Um eine weitere Charakterisierung der markierten Tubuluszellen vorzunehmen, wurde die 
Expression verschiedener Marker (KIM-1, Annexin A3, SSeCKS und CD44), die in humanen 
Nierenbiopsien mit akuter Tubulusnekrose vermehrt de novo exprimiert werden [165], und 
deren Korrelation mit der Markierung durch die PEC-rtTA Maus analysiert. Besonderes 
Augenmerk wurde dabei auf den Schädigungsmarker KIM-1 (engl. kidney injury marker) 
gelegt. Dabei handelt es sich um einen der ersten Marker, die unmittelbar nach der 
Schädigung exprimiert werden [165, 174, 175]. 
 
3.1.4.1 Vergleich der Expression des Schadensmarkers KIM-1 mit der Aktivität des 
Promotors nach I/R 
 
Um einen ersten Eindruck über die Expression von KIM-1 unmittelbar nach I/R 
Schadenssetzung zu erhalten, wurden Gewebeschnitte von Mäusen der zeitabhängigen 
Proliferationsanalyse (Kapitel 3.1.3; Versuchsaufbau s. Abb. 3.1.8 A & A’) immunfluoreszent 
gegen KIM-1 und EGFP gefärbt. Wie schon im vorangegangenen Kapitel ist auch hier zu 
berücksichtigen, dass zwischen dem Status der Expression von EGFP (Dox-Injektionen 1, 
25 & 49 h nach I/R; Abb. 3.1.8 A & A’) und der von KIM-1 (Zustand zum Tötungszeitpunkt; 
Abb. 3.1.8 A & A’) ein zeitlicher Verzug von acht Stunden liegt. 
Zum ersten Zeitpunkt – eine bzw. neun Stunden nach I/R – zeigt die EGFP Expression das 
normale Muster von einzelnen, verteilten markierten Tubuluszellen während noch keinerlei 
KIM-1 Expression sichtbar wurde (Abb. 3.1.13 A-C). Die Expression bzw. de novo 
Expression beider Marker nahm dann zu den späteren Zeitpunkten – 25/33 und 49/57 
Stunden nach I/R – deutlich zu. Zudem konnte ein hohes Maß an Kolokalisation festgestellt 
werden (Abb. 3.1.13 D-I). Dennoch war eine nicht zu missachtende Anzahl an Zellen bzw. 
Tubulusbereichen entweder nur EGFP oder KIM-1-positiv. Durch die mehrfache Injektion des 
Doxyzyklins zur Induktion der Reportergen-Expression wurde allerdings deutlich, dass 
nahezu jede Zelle, die den Schadensmarker KIM-1 trug, ebenfalls genetisch markiert wurde 
(Abb. 3.1.13 J-L). Zudem war zu den beiden Zeitpunkten, 25/33 sowie 49/57 Stunden nach 
I/R, ein homogen über den Nierenkortex verteiltes Expressionsmuster von EGFP in 
proximalen Tubuluszellen zu sehen. KIM-1 wurde hingegen 33 Stunden nach I/R vermehrt in 
den äußersten kortikalen Nierenbereichen exprimiert, war allerdings zum späteren Zeitpunkt 
(57 h nach I/R) in weiter juxtamedullär gelegenen Bereichen sichtbar (Abb. 3.1.13 K & L). 
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Abb. 3.1.13: Zeitabhängiger Nachweis der Korrelation genetisch markierter Tubuluszellen nach I/R mit 
dem Nierenschädigungsmarker KIM-1. Der Versuchsaufbau für A-I ist in Abb. 3.1.9 A zu finden, für J-L in Abb. 
3.1.9 A’. Alle Bilder zeigen Immunfluoreszenzfärbungen gegen EGFP (grün; A, D, G, J) und KIM-1 (rot; B, E, H, 
K). Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau; C, F, I, L). 100x Vergrößerung. 
 
Um diese Befunde quantitativ zu bestätigen, wurden durchflusszytometrische Analysen 
(Kapitel 3.1.4.1.1) und Evaluationen von Immunfluoreszenzfärbungen (Kapitel 3.1.4.1.2) 
vorgenommen. 
 
3.1.4.1.1 Analyse der KIM-1 Expression in markierten Zellen mittels Durchflusszytometrie 
 
Die Marker-Expression wurde zu den bereits für die vorangegangen Versuche gewählten 
Zeitpunkte 25/33 und 49/57 Stunden nach I/R mittels Durchflusszytometrie untersucht. Damit 
eine aussagekräftige Korrelation zwischen EGFP und KIM-1 Expression bestimmt werden 
konnte, wurde den Tieren mehrfach im Abstand von 24 Stunden Doxyzyklin i.p. injiziert 
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(Abb. 3.1.14 A). Aus den entnommenen Nieren wurden lediglich die kortikalen Tubuluszellen 
isoliert und vereinzelt. Zur Analyse der KIM-1 Expression wurden nur EGFP-positive Zellen 
betrachtet (Abb. 3.1.14 B’). 
 
 
Abb. 3.1.14: Zeitabhängiger Nachweis der Korrelation genetisch markierter Tubuluszellen nach I/R mit 
dem Nierenschädigungsmarker KIM-1 mittels Durchflusszytometrie. (A) Der Versuchsaufbau umfasste zwei 
Versuchsgruppen, wobei Gruppe A eine und 25 Stunden nach I/R Doxyzyklin injiziert wurde und acht Stunden 
nach letzter Injektion getötet wurden, während Gruppe B eine, 25 und 49 Stunden nach I/R mit Doxyzyklin 
behandelt wurden und ebenfalls acht Stunden nach letzter Injektion zur Zellisolation getötet wurden. (B) Die 
Gate-Setzung für die durchflusszytometrische Analyse erfolgte wiederum mittels Bestimmung der 
Einzelzellpopulation durch Auftragung von Seitwärts- (SSC) gegen Vorwärtsstreulicht (FSC). Darauf folgte eine 
Trennung der Zellen nach ihrer EGFP-Fluoreszenzintensität und somit ihrer genetischen Markierung durch 
Auftrennung nach EGFP-Fluoreszenz gegen Vorwärtsstreulicht (B’). Eine Betrachtung dieser Zellpopulation unter 
Auftragung der EGFP- gegen die KIM-1-Fluoreszenzintensität führte dann zu einer Auftrennung in KIM-1-positive 
sowie negative genetisch markierte Zellen (B’’). (C) Darstellung des Anstiegs genetisch markierter Tubuluszellen 
nach I/R. Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung; ** P<0,01. (D) Darstellung des Anstiegs der KIM-1 
Expression in genetisch markierten Zellen nach I/R zu den verschiedenen Zeitpunkten. Grauer Balken = KIM-1-
positive genetisch markierte Zellen, Weißer Balken = KIM-1-negative genetisch markierte Zellen. Fehlerbalken 
bezeichnen die Standardabweichung, ** P<0,01, *** P< 0,001. 
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Da eine immunologische Färbung gegen KIM-1, aber nicht EGFP vorgenommen wurde, 
ergab sich wiederum zwar ein signifikanter, aber im Vergleich zu den Immunfärbungen 
geringerer Anstieg an EGFP-positiven Zellen (Abb. 3.1.14 C). Im Einklang mit den 
Immunfluoreszenzfärbungen zeigte sich, dass die Anzahl KIM-1-positiver genetisch 
markierter Zellen signifikant zunahm, aber nicht jede EGFP-positive Zelle auch den 
Schadensmarker aufwies (Abb. 3.1.14 D). Die Bestätigung dieser Ergebnisse erfolgte 
anschließend mittels der Auszählung immunfluoreszent gefärbter Gewebeschnitte. 
 
3.1.4.1.2 Evaluation der KIM-1 und EGFP Expression mittels Immunfluoreszenzfärbungen 
 
Für die Evaluation wurden die Gewebeschnitte der zeitabhängigen Ischämie/Reperfusions-
Studien (Abb. 3.1.8 A & A’) genutzt und immunfluoreszent gegen KIM-1, EGFP und AQP1 
gefärbt (zugehörige Bilder in Abb. 3.1.16 A-L). 
Es war ein deutlich stärkerer – bis zu zehnfacher – Anstieg an genetisch markierten Zellen 
nach I/R zu beiden Zeitpunkten ersichtlich als mit den durchflusszytometrischen Analysen 
ermittelt werden konnte (Abb. 3.1.15 A, grüne Balken). Die Auszählung der Schnitte 
bestätigte die bereits in Kapitel 3.1.2 beobachtete Abnahme an AQP1-positiven Zellen nach 
Schädigung durch Verlust des Markers (vgl. Abb. 3.1.4 – 3.1.6 mit Abb. 3.1.15 A, rote 
Balken). Dadurch ergab sich zudem eine scheinbare Abnahme an EGFP-positiven Zellen 
innerhalb der proximalen Tubuli zum Zeitpunkt 49/57 Stunden nach I/R, wobei die mehrfache 
Injektion des Doxyzyklins zu einem Ausgleich dieses Effektes führte (Abb. 3.1.15 B). Etwa 
70-75% der EGFP-positiven Zellen exprimierten den proximalen Tubulusmarker AQP1 in 
kontralateralen Kontrollnieren wie auch in den I/R geschädigten Nieren (Abb. 3.1.15 A, 
orangenfarbene Balken). Die de novo Expression von KIM-1 konnte in etwa 40-50% aller 
AQP1-positiven Zellen (Abb. 3.1.15 C) und in 50-60% der genetischen markierten Zellen 
nachgewiesen werden, was die durchflusszytometrisch erhobenen Daten bestätigte 
(Abb. 3.1.15 E bzw. vgl. mit Abb. 3.1.14 D). Die zu den unterschiedlichen Zeitpunkten in 
etwa gleichgebliebenen Anteile AQP1 bzw. EGFP-positiver Zellen, die KIM-1 exprimierten, 
sprechen für die beobachtete Verlagerung des KIM-1 Expressionsmuster. So waren AQP1 
und EGFP Expression global über den Nierenkortex verteilt, während KIM-1 zu Beginn in 
den äußeren kortikalen und später in den juxtamedullären Nierenbereichen auftrat 
(Abb. 3.1.13 K). Betrachtete man hingegen die Population aller KIM-1-positiven Zellen, ergab 
sich ein wesentlich höherer Anteil an EGFP-positiven Zellen von ca. 70% zu beiden 
Zeitpunkten bei einmaliger und ca. 85% bei mehrmaliger Doxyzyklin Injektion, was einmal 
mehr darauf hindeutet, dass die genetische Markierung eine Reaktion auf die Schädigung 
darstellt (Abb. 3.1.15 D). 
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Abb. 3.1.15: Evaluation der Vierfach-Immunfluoreszenz-Färbung zum zeitabhängigen Nachweis der 
Korrelation genetisch markierter proximaler Tubuluszellen nach I/R mit KIM-1. (A) Darstellung der absoluten 
Zahlen nach Auszählung aller Zellen (mittels Hoechst) bzw. aller jeweiligen gefärbten Zellen von einem 
Gesichtsfeld in 200x Vergrößerung pro Maus (N=3 pro Gruppe). (B) Darstellung des prozentualen Anteils 
genetisch markierter Zellen aller proximalen (AQP1-positiven) Tubuluszellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
I/R. Graue Balken = EGPF positive Zellen, weiße Balken = EGFP-negative Zellen. Fehlerbalken bezeichnen 
Standardabweichungen, *** P<0,001. K = Kontrolle, I/R = I/R geschädigte Niere. (C) Darstellung des prozentualen 
Anteils KIM-1-positiver Zellen aller proximalen (AQP1-positiven) Tubuluszellen zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach I/R. Graue Balken = KIM-1-positive Zellen, weiße Balken = Zellen ohne KIM-1 Expression. Fehlerbalken 
bezeichnen Standardabweichungen, *** P<0,001. K = Kontrolle, I/R = I/R geschädigte Niere. (D) Darstellung des 
prozentualen Anteils genetisch markierter Zellen aller KIM-1-positiven Tubuluszellen zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach I/R. Graue Balken = EGFP-positive Zellen, weiße Balken = EGFP-negative Zellen. Fehlerbalken 
bezeichnen Standardabweichungen, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001. K = Kontrolle, I/R = I/R geschädigte Niere. 
(E) Darstellung des prozentualen Anteils KIM-1-positiver Zellen aller genetisch markierten Tubuluszellen zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach I/R. Graue Balken = KIM-1-positive Zellen, weiße Balken = Zellen ohne KIM-1 
Expression. Fehlerbalken bezeichnen Standardabweichungen, *** P<0,001. K = Kontrolle, I/R = I/R geschädigte 
Niere. 
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3.1.4.2 Vergleich der Expression der Marker KIM-1, Annexin A3, SSeCKS und CD44 
mit der genetischen Markierung in verschiedenen Schadensmodellen 
 
Bislang lässt sich mutmaßen, dass die von der PEC-rtTA Maus markierten einzelnen 
Tubuluszellen nach akuter Schädigung der Niere vorrangig in den besonders 
schadensanfälligen proximalen Tubuli reagieren, daraufhin proliferieren, aber keine 
morphologisch abgrenzbare Progenitorpopulation darstellen. Fortführend wurde die 
Expression verschiedener in humanen Biopsien mit akuter Tubulusnekrose hochregulierter 
bzw. de novo exprimierter Marker [165] mit der in der Parietalzell-spezifisch markierenden 
Maus innerhalb der verschiedenen Tubulusschadensmodelle verglichen. 
Eine qualitative Betrachtung der KIM-1 Immunfärbung nach Ischämie/Reperfusion, 
unilateraler Ureterobstruktion und im spontanen Proteinurie-Modell der ektopischen Thy-1.1-
Antigen-Expression wies einige Unterschiede in der Expression des Schadensmarkers auf 
(Abb. 3.1.16). Diese bestanden unter anderem darin, dass grundsätzlich eine geringere 
Anzahl an Zellen in den chronischen Modellen (UUO und ektopische Thy-1.1 Expression) 
KIM-1-positiv waren im Gegensatz zum akuten I/R Modell (vgl. Abb. 3.1.16 C, G, K mit 
Q & S). Des Weiteren zeigten in UUO und Thy-1.1 Mäusen KIM-1-positive Zellen 
verminderte bis nahezu keine AQP1 Expression mehr, während diese in I/R Nieren noch 
vorhanden war (vgl. Abb. 3.1.16 D, H, L mit P & T). Zudem waren in diesen chronischen 
Modellen nur besonders stark geschädigte Tubulusbereiche – erkennbar an 
morphologischen Veränderungen, tubulointerstitieller Fibrose und hoher Infiltration 
inflammatorischer Zellen – KIM-1-positiv. Dagegen wiesen nahezu alle KIM-1-
exprimierenden Zellen in allen Schadensmodellen die genetische Markierung auf. Die 
Expression des Reporterproteins EGFP fand sich allerdings auch in Zellen außerhalb der 
KIM-1-positiven proximalen Tubuli, die anhand der noch vorhandenen AQP1 Färbung 
eindeutig ein geringeres Maß an Schädigung erkennen ließen (Abb. 3.1.16 D, H, L, P, T). 
Daraus lässt sich schließen, dass die Aktivierung des Promotors noch vor der Expression 
des Schadensmarkers KIM-1 stattfand und die PEC-rtTA Maus somit sensitiver für akute 
Schädigungen ist. 
KIM-1 diente allerdings nicht nur als Marker für die Schädigung der Tubuli, sondern vielmehr 
auch zur Lösung der Frage, ob es sich bei den von der PEC-rtTA Maus markierten Zellen um 
dieselbe Zellpopulation von einzelnen, verteilten Tubuluszellen handelt, die bereits in 
humanen Biopsien entdeckt wurden [165]. Die hohe Korrelation der Expression von KIM-1 
mit der genetischen Markierung der Mäuse legte dies nahe. Zur Bekräftigung dieser 
Annahme wurden immunologische Färbungen weiterer in humanen Nierenbiopsien 
gefundenen Marker angefertigt. 
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Abb. 3.1.16 Nachweis der Korrelation genetisch markierter proximaler Tubuluszellen mit KIM-1 nach I/R, 
UUO und spontanem Proteinurie-Modell. Der Versuchsaufbau für die Gruppen 25-33 h (A-D), 49-57 h (E-H) 
und für die Gruppe, die 3 Dox-Injektionen erhielt (I-L) in Abb. 3.1.8  A’ zu finden. Der Versuchsaufbau für die UUO 
behandelten Tiere findet sich in Abb. 3.1.4 A und die Thy1.1-transgenen Tiere wurden wie in Abb. 3.1.5 A 
beschrieben, behandelt. Immunfluoreszenzfärbung gegen EGFP (grün; A, E, I, M, Q), AQP1 (rot; B, F, J, N, R) 
und KIM-1 (hellblau; C, G, K, O, S). Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau; D, H, L, P, T). 200x Vergrößerung. 
 
Bei der Suche nach renalen Progenitorzellen wurden bereits vor einigen Jahren die 
Oberflächenmarker CD133 und CD24 als ausschlaggebende Kriterien einer solchen 
Zellpopulation gesehen [40, 41]. Bislang ergaben Immunfärbungen dieser Marker auf 
Mausnieren kein mit den humanem Expressionsmuster vergleichbares Bild, da sich im Falle 
von CD24 keine sowie für CD133 eine einheitliche Färbung aller Tubuluszellen unabhängig 
der verschiedenen Segmente zeigte. In der Studie von Smeets et al. wurden weitere Marker, 
die mit CD133 und CD24 positiven Tubuluszellen kolokalisierten, identifiziert [165]. 
Besonders interessant erschien dabei Vimentin, da das Auftreten dieses Markers häufig als 
ein Zeichen der Dedifferenzierung gewertet wird. Allerdings blieben mehrere Versuche eine 
positive Färbung in geschädigten Tubuli zu erreichen erfolglos, während in den Glomeruli in 
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gesunden wie geschädigten Nieren ausnahmslos Vimentin exprimiert wurde und somit von 
keinem Fehler in der Methodik ausgegangen werden konnte. Ebenso verhielt es sich auch 
für Claudin 3, S100A6 und Integrin ?V, die lediglich auf humanem, aber nicht auf 
Mausgewebe eine spezifische Färbung aufwiesen. 
 
 
Abb. 3.1.17: Nachweis der Korrelation genetisch markierter Tubuluszellen mit Annexin A3 nach I/R, UUO 
und im spontanen Proteinurie-Modell. Der Versuchsaufbau für die I/R Gruppen 25-33 h (A-C), 49-57 h (D-F) 
und für die Gruppe, die 3 Dox-Injektionen erhielt (G-I) in Abb. 3.1.8 A’ zu finden. Der Versuchsaufbau für die UUO 
behandelten Tiere findet sich in Abb. 3.1.4 A und die Thy1.1-transgenen Tiere wurden wie in Abb. 3.1.5 A 
beschrieben, behandelt. Immunfluoreszenzfärbung gegen EGFP (grün; A, D, G, J, M) und Annexin A3 (violett; B, 
E, H, K, N). Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau; C, F, I, L, O). 200x Vergrößerung. 
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Erfolgreich dagegen waren immunologische Färbungen gegen die Marker Annexin A3, 
SSeCKS und CD44, die im Folgenden behandelt werden. 
In gesunden, nicht behandelten murinen Nieren zeigte Annexin A3 eine spezifische Färbung 
der Podozyten, parietalen Epithelzellen sowie tubulointerstitieller Endothelien (vgl. mit der 
kontralateralen Niere Abb. 3.1.20 B). Nach akuter ischämischer Schädigung wurde Annexin 
A3 ebenfalls im Tubulus de novo exprimiert, wobei die Anzahl Annexin A3-positiver 
Tubuluszellen mit der Zeit zunahm und ein großer Anteil davon ebenfalls EGFP exprimierte 
(Abb. 3.1.17 A-I). 
Während unmittelbar nach der Schädigung Annexin A3 auch eine Färbung des 
Bürstensaums betroffener Tubuli aufwies, erschien dieses Färbemuster kaum bis gar nicht 
mehr in chronisch geschädigten Tubuli (vgl. Abb. 3.1.17 B, E, H mit K & N). Auch in beiden 
chronischen Modellen konnte in einem hohen Anteil an Annexin A3-positiven Tubuluszellen 
ebenfalls die genetische Markierung nachgewiesen werden (Abb. 3.1.17 J-O). 
Der Marker SSeCKS wurde in gesunden sowie kontralateralen Nieren lediglich in parietalen 
Epithelzellen exprimiert (Abb. 3.1.20 C) während nach akuter sowie chronischer Schädigung 
eine de novo Expression in den Tubuli stattfand (Abb. 3.1.18). Allerdings wiesen 
verhältnismäßig weniger Tubuluszellen eine SSeCKS Markierung auf als es für KIM-1 und 
Annexin A3 der Fall war. Nach Ischämie/Reperfusion zeigte sich wiederum eine 
zeitabhängige Zunahme an SSeCKS-positiven Zellen. So exprimierten lediglich vereinzelte 
Tubulusbereiche nach 25-33 Stunden den Marker während nach 49-57 Stunden ein 
geringfügiger Anstieg der Anzahl an SSeCKS-positiven Zellen beobachtet werden konnte 
(Abb. 3.1.18 A-I). Zudem schien nur ein geringer Anteil SSeCKS-positiver Zellen auch EGFP 
zu exprimieren, wobei dieser Effekt durch mehrfache Behandlung der Mäuse mit Doxyzyklin 
kompensiert wurde (vgl. Abb. 3.1.18 C & F mit I). In den chronischen Schädigungsmodellen 
waren nahezu alle SSeCKS-positiven Tubuluszellen genetisch markiert (Abb. 3.1.18 J-O). 
Besonders auffällig war zudem, dass in allen Modellen vorwiegend die abgeflachten und 
damit von der Schädigung stark betroffenen Tubuli eine äußerst intensive SSeCKS-Färbung 
aufwiesen. Dies wurde häufiger in den chronischen Modellen beobachtet, da die Tubuli stetig 
über einen längeren Zeitraum dem schädlichem Einfluss von Proteinurie bzw. Urinrückstau 
ausgesetzt waren. Die SSeCKS-positiven Zellen der stark geschädigten Tubuli zeichneten 
sich fast ausnahmslos alle durch eine vorhandene genetische Markierung aus 
(Abb. 3.1.18 I & O). 
Ein ähnliches Färbeverhalten konnte für den Marker CD44 beobachtet werden. In gesunden 
bzw. kontralateralen Nieren war keinerlei Expression des Markers ersichtlich (Abb. 3.1.20 D). 
In den Nieren der Mäuse, die einer Ischämie/Reperfusion unterzogen wurden, exprimierten 
nur vereinzelte Tubuli CD44 de novo, wobei die Anzahl positiver Zellen sogar wesentlich 
geringer ausfiel verglichen mit der Expression von SSeCKS (Abb. 3.1.19 B, E, H).  
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Abb. 3.1.18: Nachweis der Korrelation genetisch markierter Tubuluszellen mit SSeCKS nach I/R, UUO und 
im spontanen Proteinurie-Modell. Der Versuchsaufbau für die I/R Gruppen 25-33 h (A-C), 49-57 h (D-F) und für 
die Gruppe, die 3 Dox-Injektionen erhielt (G-I) in Abb. 3.1.8 A’ zu finden. Der Versuchsaufbau für die UUO 
behandelten Tiere findet sich in Abb. 3.1.4 A und die Thy1.1-transgenen Tiere wurden wie in Abb. 3.1.5 A 
beschrieben, behandelt. Immunfluoreszenzfärbung gegen EGFP (grün; A, D, G, J, M) und SSeCKS (violett; B, E, 
H, K, N). Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau; C, F, I, L, O). 200x Vergrößerung. 
 
Lediglich in den chronisch geschädigten Nieren konnte eine Zunahme an CD44-positiven 
Tubuluszellen detektiert werden. In beiden Fällen – akute wie chronische Schädigung – 
exprimierte die überwiegende Zahl CD44-positiver Tubuluszellen ebenfalls EGFP 
(Abb. 3.1.19).  
Da es sich bei CD44 unter anderem auch um einen Oberflächenmarker von Immunzellen 
handelt [176], nahm im Allgemeinen die Markierung von Zellen im tubulointerstitiellen 
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Bereich aufgrund inflammatorischer Prozesse nach Schädigung zu (besonders erkenntlich in 
Abb. 3.1.19 E).  
 
 
Abb. 3.1.19: Nachweis der Korrelation genetisch markierter Tubuluszellen mit CD44 nach I/R, UUO und im 
spontanen Proteinurie-Modell. Der Versuchsaufbau für die I/R Gruppen 25-33 h (A-C), 49-57 h (D-F) und für 
die Gruppe, die 3 Dox-Injektionen erhielt (G-I) in Abb. 3.1.9. A’ zu finden. Der Versuchsaufbau für die UUO 
behandelten Tiere findet sich in Abb. 3.1.4 A und die Thy1.1-transgenen Tiere wurden wie in Abb. 3.1.5 A 
beschrieben, behandelt. Immunfluoreszenzfärbung gegen EGFP (grün; A, D, G, J, M) und CD44 (rot; B, E, H, K, 
N). Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau; C, F, I, L, O). 200x Vergrößerung. 
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3.1.4.3 Vergleich der Expression der Marker KIM-1, Annexin A3, SSeCKS und CD44 
mit der genetischen Markierung in den gesunden, kontralateralen Nieren nach 
I/R
 
Bereits die Analyse des proliferativen Verhaltens genetisch markierter Zellen deutete darauf 
hin, dass die kontralateralen Nieren bei Schädigung der linken Niere durchaus auf diese 
reagieren (Kapitel 3.1.3.4). Ein Vergleich der Markerexpression in den kontralateralen Nieren 
sollte weiteren Aufschluss über die Rolle der genetisch markierten Zellen bringen. Bis auf 
KIM-1 konnte keine Expression der untersuchten Marker in den Tubuli kontralateraler Nieren 
festgestellt werden (Abb. 3.1.20 B-D), während die Anzahl EGFP-positiver Zellen durchaus 
gegenüber unbehandelten, gesunden Nieren signifikant erhöht war (Abb. 3.1.12 C). Auch 
wenn KIM-1 die Ausnahme zu bilden schien, wurde deutlich, dass überwiegend keine KIM-1-
positiven Tubuluszellen vorhanden waren (Abb. 3.1.20 A) und eine de novo Expression des 
Markers nur sehr vereinzelt detektiert wurde (Abb. 3.1.20 A’ & A’’). Etwa 20-50% der KIM-1-
positiven Zellen wiesen eine EGFP Expression auf (Abb. 3.1.15 D), wobei die Schwankung 
dieser Anzahl auf das seltene Auftreten KIM-1-positiver Tubuluszellen zurückzuführen ist. 
Diese Ergebnisse deuten einmal mehr auf eine höhere Sensitivität der genetischen 
Markierung der PEC-rtTA Maus gegenüber den bisher bekannten Markern hin.  
 
 
Abb. 3.1.20: Betrachtung der gesunden, kontralateralen Nieren nach I/R mit den Markern KIM-1, CD 44, 
SSeCKS und Annexin A3. (A-A’’) Immunfluoreszenz-Färbung gegen EGFP (grün) und KIM-1 (rot) in gesunden, 
kontralateralen Nieren nach I/R. Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau). Vergrößerungen wie angegeben. Pfeile 
markieren KIM-1- und EGFP-doppeltpositive Zellen. (B) Immunfluoreszenz-Färbung gegen EGFP (grün) und 
Annexin A3 (violett) in gesunden, kontralateralen Nieren nach I/R. Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau). 
100x Vergrößerung. (C) Immunfluoreszenz-Färbung gegen EGFP (grün) und SSeCKS (violett) in gesunden, 
kontralateralen Nieren nach I/R. Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau). 100x Vergrößerung. (D) 
Immunfluoreszenz-Färbung gegen EGFP (grün) und CD44 (rot) in gesunden, kontralateralen Nieren nach I/R. 
Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau). 100x Vergrößerung. 
Ergebnisse 
87 
3.1.5 Untersuchung der Beteiligung markierter Zellen an der Regeneration 
 
Bislang konnten zwei Fragestellungen beantwortet werden: 1.) Nach der Schädigung der 
Niere waren es hauptsächlich die von der PEC-rtTA Maus markierten Tubuluszellen, die 
proliferierten. 2.) Diese Zellen wiesen eine de novo Expression verschiedener auch in 
humanen Nieren gefundener Marker auf. Dies ist ein starkes Argument dafür, dass es sich 
bei den markierten Tubuluszellen der Parietalzell-spezifisch markierenden Maus um die 
gleiche Entität der scattered tubular cells, wie sie in humanen Nieren gefunden wurden, 
handelt. Zudem sind diese Zellen eindeutig an der Regeneration nach akuter Schädigung 
beteiligt. Bis dahin blieb noch die Frage offen, ob es sich bei dieser Zellpopulation um 
Progenitorzellen handelt. 
Um dies zu untersuchen, wurden PEC-rtTA/LC1/R26R Mäuse in zwei Versuchsgruppen 
eingeteilt. Gruppe 1 erhielt nur vor Schadensinduktion (I/R) zur Induktion der Markierung 
Doxyzyklin via Trinkwasser während bei Gruppe 2 mit der Doxyzyklin-Gabe kurz vor der 
Ischämie/Reperfusion (I/R) begonnen wurde und sie während der Regenerationsphase nach 
Schadenssetzung fortgesetzt wurde (Abb. 3.1.21 A). 
Zur Bestimmung der Nierenfunktion wurden Urin- und Blutabnahmen zu den Zeitpunkten vor 
und nach Schadensinduktion und zum Ende des Versuches kurz vor Tötung der Tiere 
vorgenommen (Abb. 3.1.21 A, metabolische Käfige). Dabei ergaben sich weder zwischen 
den beiden Versuchsgruppen noch zwischen den verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der 
Gruppen und auch zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede, so dass davon 
ausgegangen wurde, dass die Ischämie/Reperfusion keinen bleibenden Einfluss auf die 
allgemeine Nierenfunktion hatte und beide Gruppen ähnlich stark geschädigt wurden. 
Dies wurde ebenfalls histomorphologisch bestätigt, da mittels PAS-Färbung keine 
Unterschiede in der Schadensausprägung zwischen den beiden Versuchsgruppen 
festgestellt werden konnten (Abb. 3.1.21 B). Beide Gruppen wiesen ein Abflachen der Zellen 
und den Verlust des Bürstensaums proximaler Tubuluszellen bis hin zur Ablösung dieser aus 
dem Zellverbund und Proteinablagerungen in den Lumina der Tubuli auf 
(Abb. 3.1.21 B2 & B4). Auch eine tubulointerstitielle Infiltration durch inflammatorische Zellen 
und Fibroblasten in stark geschädigten Bereichen wurde sichtbar. Die Auswirkung der 
tubulären Schädigung auf die Glomeruli wurde durch deren verdichtete Kapillarschlingen und 
eine vermehrte Matrixbildung im interkapillaren Raum und innerhalb des glomerulären 
Mesangiums deutlich (Abb. 3.1.21 B2 & B4, Asterisk). 
Betrachtete man nun ?-Galaktosidase gefärbte Kryoschnitte aller Mäuse, ergab sich, dass es 
in Gruppe 2 zu einem signifikanten Anstieg der Anzahl genetisch markierter Zellen bei 
dauerhafter Induktion des Promotors während der Regenerationsphase nach akuter 
Schädigung kam (Abb. 3.1.21 C6, C8 & D, linke Seite). 
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Abb. 3.1.21: Untersuchung des Verhaltens der STC in zu unterschiedlichen Zeitpunkten induzierten 
PEC-rtTA/LC1/R262R Mäusen nach I/R. 
(A) Beide Gruppen erhielten 14 Tage Doxyzyklin – Gruppe 1 vor unilateraler Ischämie/Reperfusion (I/R) und 
Gruppe 2 kurz vor I/R und in der Regenerationsphase danach. Es wurde zudem vor und kurz nach I/R sowie 
einen Tag vor Tötung der Tiere Urin gewonnen. Der Versuch wurde 21 Tage nach I/R beendet. (B) PAS gefärbte 
Paraffinschnitte von gesunder, kontralateraler Niere (1, 3) und I/R geschädigter Niere (3, 4) eines Gruppe 1 (1, 2) 
und eines Gruppe 2 Tieres (3, 4). Pfeile = Tubulus gefüllt mit Proteinablagerungen, Pfeilspitzen = Abflachen und 
Ablösen einzelner Zellen aus dem Tubuluszellverbund, Asterisk = Glomerulus mit verdichteten Kapillarschlingen 
und vermehrter Matrixbildung. 200x Vergrößerung. (C) Übersichtsbilder (1, 2, 5, 6; 25x Vergrößerung) und Bilder 
mit höherer Vergrößerung (3, 4, 7, 8; 100x Vergrößerung) von ?-Galaktosidase gefärbten Kryoschnitten von 
Kontrollnieren (linke Spalte) und I/R geschädigten Nieren (rechte Spalte) beider Versuchsgruppen. 
(D) Evaluierung der ?-Galaktosidase gefärbten Kryoschnitte beider Gruppen; Balken = Standardabweichung. 
*** P<0,0001, ** P<0,01; Gruppe 1 N=14, Gruppe 2 N=18. 
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Die Nieren der Tiere, in denen die genetische Markierung vor Schadenssetzung induziert 
wurde (Gruppe 1), wiesen dagegen keinen signifikanten Anstieg an markierten Tubuluszellen 
gegenüber den kontralateralen Kontrollnieren auf (Abb. 3.1.21 C2, C4 & D, rechte Seite). 
Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die genetisch markierten Tubuluszellen an 
der Regeneration nach akuter Schädigung beteiligt sind, dabei aber mit hoher 
Wahrscheinlichkeit dennoch keine Progenitorpopulation darstellen. Dies hätte einen 
signifikanten Anstieg der Menge an markierten Zellen auch in Tieren der Gruppe 1 erfordert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Teile des gesamten Kapitels 3.1 wurden bereits in englischer Sprache in abgewandelter 
Form in einem Fachjournal veröffentlicht: 
Berger K, Bangen JM, Hammerich L, Liedtke C, Floege J, Smeets B, Moeller MJ: Origin of 
regenerating tubular cells after acute kidney injury. Proc Natl Acad Sci U S A (PNAS). 
2014 Jan 28;111(4):1533-8. doi: 10.1073/pnas.1316177111. 
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3.2 Das regenerative Potential parietaler Epithelzellen 
3.2.1 Verfolgung genetisch markierter Parietalzellen im adulten Organismus 
 
3.2.1.1 Induktion einer glomerulären Hypertrophie 
 
Bereits im Jahr 2009 konnte gezeigt werden, dass genetisch markierte Parietalzellen nach 
Hypertrophie des Glomerulus, aufgrund des Wachstums während der postnatalen 
Entwicklung, von der Kapsel auf das Kapillarkonvolut migrieren und dort zu Podozyten 
differenzieren können, welche essentiell für die Filtration des Blutes und Bildung des 
Primärharnes sind [42]. Dieser Befund stützte die These, dass parietale Epithelzellen 
(engl. parietal epithelial cells, kurz PECs) möglicherweise als regenerative Quelle für im 
Verlauf glomerulärer Erkrankungen verloren gegangene Podozyten dienen [41, 43]. Um 
diese Theorie zu prüfen, wurde eine glomeruläre Hypertrophie durch Verringerung der 
vorhandenen Nierenmasse induziert. Die übrigbleibenden Glomeruli sind gezwungen zur 
Aufrechterhaltung der Nierenfunktion mehr Blut zu filtrieren und nehmen daher an Volumen 
zu. Zudem sollte auch die durch die Volumenzunahme relativ verringerte Anzahl an 
Podozyten ausgeglichen werden. Dieser Ausgleich muss hauptsächlich durch Rekrutierung 
neuer Zellen auf das Kapillargeflecht erfolgen, da Podozyten nicht in der Lage sind sich zu 
teilen [177, 178]. Auch aufgrund ihrer Lokalisation in unmittelbarer Nähe des 
Kapillargeflechts sind die parietalen Epithelzellen hierfür interessante Kandidaten. Zur 
Untersuchung, ob Parietalzellen als regenerative Quelle in Frage kommen, wurde ihre 
Markierung mittels Doxyzyklin-Gabe an PEC-rtTA Mäuse vor jeglicher Schadenssetzung 
aktiviert, um eine mögliche Migration nachverfolgen zu können (Abb. 3.2.1 A). Darauf folgten 
eine Uni- oder 5/6-Nephrektomie zur Reduktion der Nierenmasse und eine Wartezeit von 
drei Monaten (Abb. 3.2.1). Dieser Zeitraum wurde gewählt, um eine ausreichend starke 
Hypertrophie der verbliebenen Glomeruli zu gewährleisten. Die Tiere standen 
währenddessen unter ständiger Beobachtung ihres Allgemeinzustandes. 
Zur Validierung der glomerulären Hypertrophie und des potenziellen Podozytenverlustes 
wurden die Fläche des glomerulären Kapillarkonvoluts und die Anzahl an Podozyten 
(WT1-positive Zellen) auf diesem in 80 glomerulären Querschnitten eines jeden Tieres 
gemessen. In den PEC-rtTA/LC1/R26R Tieren konnte eine deutliche und signifikante 
Zunahme der Kapillarkonvolutsfläche nach Uni- sowie auch nach 5/6-Nephrektomie (UNx 
bzw. 5/6 Nx) ausgemacht werden (Abb. 3.2.1 B, linke Graphik). Allerdings ergab sich in 
selbigen Tieren – normalisiert auf die hypertrophierte Fläche – lediglich nach 
5/6-Nephrektomie eine leichte, aber signifikante Verringerung der Anzahl an WT1-positiven 
Podozyten pro Kapillarkonvolut-Fläche als Zeichen einer relativen Podozytopenie 
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(Abb. 3.2.1 B, rechte Graphik). Die – verglichen mit den unversehrten Kontrolltieren – 
tendenziell kleineren glomerulären Flächen in den während der Operation entnommenen 
Nieren (prä UNx und prä 5/6 Nx) sind am ehesten auf die fehlende Perfusion vor Entnahme 
dieser Nieren zurückzuführen und daher vernachlässigbar (Abb. 3.2.1 B, linke Graphik, vgl. 
Kontrolle zu prä UNx bzw. zu prä 5/6 Nx). 
 
 
Abb. 3.2.1: Induktion einer Hypertrophie und relativen Podozytopenie in PEC-rtTA/LC1/R26R und 
PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Mäusen. (A) Der Versuchsaufbau umfasste eine 14-tägige Doxyzyklin-Gabe via 
Trinkwasser, gefolgt von einer einwöchigen Auswaschphase und der anschließenden Induktion der Hypertrophie 
mittels Uni- oder 5/6-Nephrektomie (UNx bzw. 5/6 Nx). Die Tiere wurden drei Monate nach OP getötet. (B) 
Evaluierung der glomerulären Kapillarkonvolut-Flächen von unoperierten Kontrolltieren (Kontrolle), Nieren, die bei 
OP entnommen wurden (prä UNx bzw. prä 5/6 Nx) und den nach drei Monaten verbliebenen Nieren (UNx bzw. 
5/6 Nx) von PEC-rtTA/LC1/R26R Mäusen (80 Glomeruli pro Maus) (linke Graphik). Bestimmung der 
Podozytenzahl durch Auszählung WT1 positiver Zellen pro Glomerulus (80 Glomeruli pro Maus) und Ermittlung 
der Anzahl an Podozyten pro evaluierter glomerulärer Fläche in Nieren der jeweiligen Versuchsgruppen (rechte 
Graphik). Kontrolle N=7, prä UNx N=12, UNx N=12, prä 5/6 Nx N=13, 5/6 Nx N=9. * P<0,05, ** P<0,01, 
*** P<0,001. (C) Evaluierung der glomerulären Kapillarkonvolut-Flächen von unoperierten Kontrolltieren 
(Kontrolle), Nieren, die bei OP entnommen wurden (prä UNx bzw. prä 5/6 Nx) und den nach drei Monaten 
verbliebenen Nieren (UNx bzw. 5/6 Nx) von PEC-rtTA/LC1/R26R-H2B-eGFP Mäusen (80 Glomeruli pro Maus) 
(linke Graphik). Bestimmung der Podozytenzahl mittels Auszählung WT1 positiver Zellen pro Glomerulus (80 
Glomeruli pro Maus) und Ermittlung der Anzahl an Podozyten pro gemessener glomerulärer Fläche in Nieren der 
jeweiligen Versuchsgruppen (rechte Graphik). Alle Gruppen N=6. * P<0,05, *** P<0,001. 
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Da die Uninephrektomie eine größere Varianz in der Stärke der glomerulären Hypertrophie 
hervorrief und es zudem zu keiner signifikanten Verringerung der Podozytenzahl kam, 
wurden die PEC-rtTA/H2B-eGFP Mäuse lediglich einer 5/6-Nephrektomie unterzogen 
(Abb. 3.2.1 C). Diese Mäuse wiesen eine stärker ausgeprägte relative Podozytopenie auf als 
PEC-rtTA/LC1/R26R Mäuse (vgl. Abb. 3.2.1 B mit C). Begründung hierfür sind vermutlich die 
unterschiedlichen genetischen Hintergründe. Die PEC-rtTA/LC1/R26R Mäuse entstammen 
der robusten und weniger anfälligen C57BL/6 Linie. 
Unabhängig von den unterschiedlichen Eigenschaften der beiden Linien, trat in den 
hypertrophierten Glomeruli keine Migration von genetisch markierten Parietalzellen auf das 
glomeruläre Kapillarkonvolut auf (Abb. 3.2.2). Nur ein geringer Prozentsatz (bis zu maximal 
5%) der untersuchten Glomeruli wiesen markierte parietale Epithelzellen auf, die sich nicht 
auf der Bowmanschen Kapsel befanden (Abb. 3.2.2 A4 & B6). Auffällig war aber die Anzahl 
dieser Zellen, da in keinem Fall mehr als zwei markierte Zellen pro Glomerulus detektiert 
werden konnten (Abb. 3.2.2 A6 & B7). Zudem lagen diese Zellen häufig am vaskulären Pol, 
was auf eine genetische Markierung der transitionellen Zellen am Übergang von Kapsel zu 
Kapillarkonvolut ohne eine Migration markierter Parietalzellen hindeutet 
(Abb. 3.2.2 A5, B3&4, Pfeile bzw. Pfeilspitzen). Durch die nukleäre Expression des 
Reportergens in PEC-rtTA/H2B-eGFP Mäusen konnte ebenso die genaue Anzahl der 
Parietalzellen auf der Kapsel bzw. auf dem Kapillargeflecht bestimmt werden. So wiesen 
lediglich bis zu 5% der Glomeruli in allen untersuchten Nieren keine markierten Parietalzellen 
auf der Bowmanschen Kapsel auf – ohne signifikante Unterschiede zwischen Kontroll- und 
5/6-nephrektomierten Mäusen (Abb. 3.2.2 B8). Betrachtete man die Glomeruli, welche 
genetisch markierte Parietalzellen auf der Kapsel aufwiesen, konnte eine signifikante 
Verminderung der Anzahl an markierten Parietalzellen in den verbliebenen Nieren nach 
5/6-Nephrektomie ermittelt werden (Abb. 3.2.2 B9). Vermutlich spricht dies aber nicht für 
einen Verlust der Zellen durch Migration oder Apoptose, sondern ergibt sich vielmehr als 
Konsequenz der Hypertrophie und der damit verbundenen Vergrößerung der Kapselfläche. 
Trotz Hypertrophie und relativer Podozytopenie kam es in keinem der untersuchten 
Glomeruli der nephrektomierten Mäuse zu sklerotischen Veränderungen, wie sie beim 
Verlust von über 20% der Podozyten in früheren Studien beobachtet werden konnten [74, 
179]. Möglicherweise wäre demnach ein stärkerer Stimulus nötig, um eine Migration der 
Parietalzellen auf das Kapillargeflecht zum Ersatz verlorengegangener Podozyten 
hervorzurufen. Dieser sollte in einem anschließenden Versuch erreicht werden, indem 
zusätzlich zur 5/6-Nephrektomie der Blutdruck der Tiere gesteigert wurde. Durch den 
erhöhten Kapillardruck innerhalb der Glomeruli sind die Podozyten stärkerem Stress 
ausgesetzt, welcher ihre Schädigung bzw. ihren Verlust beschleunigt. 
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Abb. 3.2.2: Verfolgung genetisch markierter parietaler Epithelzellen in  PEC-rtTA/LC1/R26R und 
PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Mäusen nach Induktion glomerulärer Hypertrophie. (A1-6) Pro Maus 
wurden 100 Glomeruli in ?-Galaktosidase gefärbten Schnitten von Kontrolltieren (A1), uninephrektomierten (UNx, 
A2) und 5/6-nephrektomierten Mäusen (5/6 Nx, A3&A5) sowie der bei OP entnommenen Nieren (prä UNx und prä 
5/6 Nx) ausgezählt. (A4) Graphische Darstellung der Auszählung: weiße Balken = prozentualer Anteil an 
Glomeruli ohne markierte Zellen auf Kapillargeflecht; schwarze Balken = den Anteil mit markierten Zellen auf 
Kapillarkonvolut. (A6) Detaillierte Auswertung der Anzahl an ?-Galaktosidase-Signalen pro bewertetem 
glomerulären Schnitt. Kontrolle N=7, prä UNx N=12, UNx N=12, prä 5/6 Nx N=13, 5/6 Nx N=9. In allen Graphiken 
bezeichnen Fehlerbalken die Standardabweichung. (B1-9) Pro Maus wurden 80 Glomeruli in immunhistologisch 
gegen EGFP- gefärbten Schnitten von Kontrolltieren (B1&B3) und 5/6-nephrektomierten Mäusen (5/6 Nx, B2&B4) 
sowie der bei OP entnommenen Nieren (prä 5/6 Nx) ausgezählt. (B6) Graphische Darstellung: weiße Balken = 
prozentualer Anteil an Glomeruli ohne markierte Zellen auf dem Kapillargeflecht; schwarze Balken = Anteil mit 
markierten Zellen auf dem Kapillarkonvolut. (B7) Detaillierte Auswertung der Anzahl an EGFP-Signalen auf dem 
Kapillargeflecht pro bewertetem glomerulären Schnitt. (B8) Evaluation EGFP- positiver Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel: weiße Balken = prozentualer Anteil an Glomeruli mit markierten Zellen auf Kapsel; 
schwarze Balken = Anteil ohne markierte Zellen auf Kapsel. (B7) Detaillierte Auswertung der Anzahl an 
EGFP-Signalen auf der Kapsel pro bewertetem glomerulären Schnitt. Pro Gruppe N=6. In allen Graphiken 
bezeichnen Fehlerbalken die Standardabweichung; * P<0,05. 
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3.2.1.2 Induktion einer fokal segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) 
 
Zur Erzeugung eines höheren Podozytenverlustes und damit eines stärkeren Stimulus zur 
Förderung einer Parietalzell-Migration wurde eine Sklerose künstlich induziert. Dafür wurden 
PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Mäuse nach der Induktion der genetischen Markierung 
einer 5/6-Nephrektomie und anschließend einer Deoxycorticosteronacetat (DOCA)-
Behandlung mit der kombinierten Gabe von 0,5-1% NaCl-Trinkwasserlösung unterzogen 
(Abb. 3.2.3 A). In diesen Tieren wiesen 47 ± 11% der untersuchten Glomerulus-Querschnitte 
eine fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) auf, welche den Erfolg der Behandlung 
bestätigte. 
Die Flächen dieser Glomeruli waren verglichen mit unbehandelten Kontrollnieren 
hypertrophiert, zeigten aber abhängig von der Ausprägung der Sklerose eine hohe Varianz 
ihrer Größe innerhalb der Versuchsgruppe. Ebenso konnte eine deutliche und signifikante 
Hypertrophie der morphologisch unauffälligen Glomeruli („normal“) festgestellt werden 
(Abb. 3.2.3 B, linke Graphik). 
 
 
Abb. 3.2.3: Erschaffung einer Hypertrophie und relativen Podozytopenie durch Induktion einer FSGS in 
PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Mäusen. (A) Der Versuchsaufbau umfasste eine 14-tägige Doxyzyklin-Gabe via 
Trinkwasser, gefolgt von einer einwöchigen Auswaschphase und anschließender 5/6-Nephrektomie (5/6 Nx). 
Eine Woche nach OP wurde mit der DOCA/Salz Behandlung begonnen und die Tiere wurden sechs Wochen 
nach OP getötet. (B) Evaluierung der glomerulären Kapillarkonvolut-Flächen von unoperierten Kontrolltieren 
(Kontrolle) und den nach drei Monaten verbliebenen Nieren beider Mauslinien (80 Glomeruli pro Maus 
unabhängig, ob von Sklerose betroffen oder nicht) (links). Bestimmung der Podozytenzahl durch Auszählung 
WT1 positiver Zellen pro Glomerulus (80 Glomeruli pro Maus unabhängig, ob von Sklerose betroffen oder nicht) 
und Ermittlung der Anzahl an Podozyten pro gemessener glomerulärer Fläche in den Nieren (rechts). Alle 
Gruppen N=6. ** P<0,01, *** P<0,001. 
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Eine signifikante Abnahme der Podozytenzahl ergab sich lediglich in den sklerosierten 
Glomeruli, während in den normalen nur der Trend einer solchen Abnahme ohne jede 
statistische Signifikanz zu verzeichnen war (Abb. 3.2.3 B rechte Graphik).  
In den sklerosierten Glomeruli konnte zudem eine Migration genetisch markierter Zellen auf 
das Kapillargeflecht detektiert werden (Abb. 3.2.4 A1, Pfeil, B & C). Die Expression von LKIV 
– einem Marker für von Parietalzellen gebildete Matrix – in genetisch markierten Zellen 
bestätigte, dass es sich tatsächlich um Parietalzellen und nicht um eine de novo Promotor-
Aktivierung bzw. Reportergenexpression in den Podozyten handelte (Abb. 3.2.4 B&B‘). 
 
 
Abb. 3.2.4: Verfolgung genetisch markierter Parietalzellen nach Induktion einer FSGS in  
PEC-rtTA/LC1/R26R/H2B-eGFP Mäusen. (A1&A2) Vergleich von sklerosierten und normal erscheinenden 
Glomeruli nach Detektion beider Reporterproteine: ?-Galaktosidase (X-Gal, A1) und Histon H2B-eGFP (EGFP, 
A2). 200x Vergrößerung. (B&B‘) Gegen ?-Galaktosidase (X-Gal, B) und Parietalzellmatrix (LKIV, B‘) gefärbte 
Serienschnitte eines sklerosierten Glomerulus. 200x Vergrößerung. (C&C‘) Gegen ?-Galaktosidase (X-Gal, C) 
und den Aktivierungsmarker CD44 (C‘) gefärbte Serienschnitte eines sklerosierten Glomerulus. 200x 
Vergrößerung. (D) Evaluierung der nicht-sklerosierten Glomeruli (30 Glomeruli pro Maus); schwarzer Balken = 
Glomeruli mit markierten Zellen auf Kapillargeflecht, grauen Balken = Glomeruli mit markierten Zellen am 
vaskulären Pol, weißer Balken = Glomeruli ohne markierte Zellen auf Kapillargeflecht bzw. am vaskulären Pol; 
Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung; N=6. 
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Zudem exprimierten die migrierten, genetisch markierten Zellen ebenfalls das 
Zelloberflächenprotein CD44 (Abb. 3.2.4 C&C‘). In einer vorangegangenen Studie konnte 
gezeigt werden, dass die de novo Expression von CD44 in Parietalzellen auf eine 
Aktivierung dieser Zellen hindeutet, bevor diese die Bowmansche Kapsel verlassen. Darauf 
folgt die Migration der Zellen und ihre negative – und eindeutig nicht reparative – Beteiligung 
an der Bildung sklerotischer Läsionen [88]. 
Trotz des stärkeren Stimulus konnte in den morphologisch unauffälligen Glomeruli keine 
Migration genetisch markierter Parietalzellen auf das Kapillarkonvolut festgestellt werden 
(Abb. 3.2.4 A1&2, Glomeruli mit Pfeilspitzen & D). Der geringe Prozentsatz an Glomeruli mit 
markierten Parietalzellen auf dem Kapillargeflecht wies zudem nie mehr als zwei viszerale, 
markierte Zellen auf. Dies deutet wiederum daraufhin, dass im Rahmen der Evaluation 
genetisch markierte, transitionelle Zellen miterfasst wurden, die abhängig von der 
Schnittfläche des glomerulären Querschnittes, besonders in den schwieriger zu 
beurteilenden ?-Galaktosidase gefärbten Schnitten, durchaus viszeral gelegen erschienen 
(vgl. Abb. 3.2.2 A5). 
Selbst der stärkste Hypertrophie-Stimulus führte nicht zu einer Migration von Parietalzellen 
auf das glomeruläre Kapillargeflecht, um der relativen Podozytopenie entgegenzuwirken. Im 
Gegensatz dazu scheinen die Parietalzellen, statt eine positive, regenerative Rolle 
einzunehmen, viel mehr an der Ausbildung sklerotischer Läsionen während der Progression 
der fokal segmentalen Sklerose beteiligt zu sein. Somit stellte sich die Frage, wie die in einer 
vorangegangenen Studie beobachtete Migration genetisch markierter Parietalzellen auf das 
Kapillargeflecht während der renalen Entwicklung [42] in Anbetracht dieser neuen Befunde in 
adulten Mäusen zu werten ist. Um dies genauer zu beleuchten, wurden diese früheren 
Experimente mit juvenilen PEC-rtTA/H2B-eGFP Mäusen wiederholt. 
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3.2.2 Verfolgung genetisch markierter Epithelzellen während der späten 
renalen Entwicklung 
  
3.2.2.1 Entwicklungsabhängige Rekrutierung von Zellen der Bowmanschen Kapsel 
auf das Kapillargeflecht in PEC-rtTA Mäusen 
 
Aufgrund der beobachteten Migration genetisch markierter Parietalzellen von der 
Bowmanschen Kapsel auf das Kapillargeflecht und der Expression von podozytären 
Markerproteinen der migrierten Zellen während der späten renalen Entwicklung wurde eine 
regenerative Funktion der Parietalzellen angenommen [42]. Umso mehr überraschen die 
vorweg beschriebenen Ergebnisse des Ausbleibens einer Rekrutierung von Parietalzellen 
zum Ersatz verlorengegangener Podozyten in adulten, hypertrophierten Nieren. Durch 
Einkreuzen des neuen EGFP-konjugierten Histon H2B codierenden Reportertransgens in die 
PEC-rtTA Mauslinie ergaben sich neue methodische Möglichkeiten, die Analyse der späten 
renalen Entwicklung zu verfeinern. Dafür wurde juvenilen PEC-rtTA/H2B-eGFP Mäusen drei 
und fünf Tage nach Geburt 50 ?g/g Körpergewicht Doxyzyklin i.p. injiziert und ein Teil der 
behandelten Mäuse an Tag 8 nach Geburt zur Validierung der Parietalzell-Markierung 
getötet, während die restlichen Tiere nach abgeschlossenem Wachstum im Alter von sechs 
Wochen getötet wurden (Abb. 3.2.5). 
 
 
Abb. 3.2.5: Versuchsaufbau zur entwicklungsexperimentellen Analyse in juvenilen PEC-rtTA/H2B-eGFP 
und Pod-rtTA/H2B-eGFP Mäusen. Der Versuchsaufbau umfasst Doxyzyklin-Gaben mittels i.p. Injektion drei und 
fünf Tage nach Geburt (grüne Pfeile) und die Tötung einzelner Tiere zur Validierung der induzierten 
Parietalzellmarkierung am achten Tag nach Geburt. Zur Verfolgung der markierten Parietalzellen wurden die 
Tiere bis zur sechsten Woche nach Geburt heranwachsen gelassen und dann getötet (blaue Pfeile). 
 
Die Analyse der acht Tage alten Mäuse ergab eine spezifische Markierung der auf der 
Bowmanschen Kapsel lokalisierten Parietalzellen, wobei vereinzelt auch EFGP-positive 
Zellen nahe des Kapillarkonvoluts gefunden wurden (Abb. 3.2.6 A, Pfeile). Dabei handelt es 
sich am ehesten um miterfasste transitionelle Zellen am Übergang der Bowmanschen 
Kapsel zum viszeralen Kapillargeflecht. Diese Zellen wiesen zudem eine stärkere Expression 
des Podozyten-Markers WT1 auf, was für eine vorbereitende Transformation der Zellen hin 
zu einem podozytären Phänotyp auf die bevorstehende Migration hindeutet 
(Abb. 3.2.6 A1&4, Pfeile). 
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Dass die Migration stattfand, konnte in den ausgewachsenen, sechs Wochen alten Mäusen 
festgestellt werden. Besonders in den stärker hypertrophierten, juxtamedullären Glomeruli 
konnte eine hohe Anzahl genetisch markierter Zellen auf dem Kapillarkonvolut ausgemacht 
werden. Diese wiesen zudem eine Zunahme der WT1 Expression verglichen mit markierten 
Zellen auf der Bowmanschen Kapsel auf (Abb. 3.2.6 B1-6, Pfeile). 
 
 
Abb. 3.2.6: Verfolgung der in der PEC-rtTA Maus genetisch markierter Parietalzellen während der 
postnatalen Entwicklung. Immunfluoreszenzfärbung gegen EGFP (grün, A2, A5, B2, B5) und WT1 (rot, A1, A4, 
B1, B4) von Gewebeschnitten acht Tage alter Mäuse (A1-A6) und ausgewachsener sechs Wochen alter Mäuse 
(B1-B6). Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, A3, A6, B3, B6). 400x Vergrößerung. 
 
Um die Migration der Parietalzellen quantitativ zu validieren, wurde in glomerulären 
Querschnitten von acht Tage und sechs Wochen alten Mäusen die Anzahl ihrer genetisch 
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markierten sowie nicht-markierten Parietalzellen und der EFGP-positiven Podozyten 
gemessen. 
 
 
Abb. 3.2.7: Evaluation der Migration der in der PEC-rtTA Maus genetisch markierter Zellen während der 
postnatalen Entwicklung. (A) Auszählung der Anzahl an Hoechst gefärbten (weiße Balken) und EGFP-positiven 
(schwarze Balken) Zellen auf der Bowmanschen Kapsel (60 Glomeruli pro Maus) in acht Tage alten Mäusen 
(linke Balken) und in sechs Wochen alten Mäusen (rechte Balken). (A’) Prozentualer Anteil an genetisch 
markierten Parietalzellen (graue Balken) bezogen auf alle gezählten Parietalzellen (weiße Balken) in acht Tage 
alten (linker Balken) und sechs Wochen alten Mäusen (rechter Balken). (B) Prozentualer Anteil an 
EGFP/WT1-ko-gefärbten (linke Balken) und EGFP/p57-ko-gefärbten (rechte Balken) Zellen auf dem 
Kapillargeflecht (30 Glomeruli pro Maus) in acht Tage alten Mäusen (jeweils linke Balken) und in sechs Wochen 
alten Mäusen (jeweils rechte Balken). (C) Auszählung der Anzahl an EGFP-positiven transitionellen Zellen am 
vaskulären Pol (60 Glomeruli pro Maus) in acht Tage alten Mäusen (linke Balken) und in sechs Wochen alten 
Mäusen (rechte Balken). Alle Graphiken: N=4, Fehlerbalken bezeichnen die Standardabweichung, *** P<0,001. 
 
Die Auszählung der auf der Bowmanschen Kapsel lokalisierten Zellen ergab keinen 
Unterschied zwischen der Anzahl aller (Hoechst gefärbter) bzw. genetisch markierter (EGFP-
positiver) Parietalzellen in juvenilen Mäusen und der Anzahl dieser Zellen in 
Ergebnisse 
100 
ausgewachsenen Mäusen (Abb. 3.2.7 A). Zudem lag in den jungen wie auch in den voll 
entwickelten Nieren die Markierungseffizienz der Parietalzellen bei 80-85% (Abb. 3.2.7 A‘). 
Die Evaluation der genetisch markierten Zellen, die zudem die nukleär lokalisierten 
Podozyten-Marker p57 oder WT1 exprimierten, bestätigte die Migration von Parietalzellen 
und deren Differenzierung zu Podozyten während des glomerulären Wachstums. Während in 
den acht Tage alten Tieren lediglich in ca. 20% der untersuchten Glomeruli ein bis zwei 
EGFP/WT1- bzw. EGFP/p57-doppeltpositive Zellen auf dem Kapillargeflecht detektiert 
werden konnten, war dies in ca. 45% der untersuchten Glomeruli ausgewachsener Mäuse 
der Fall. Trotz der Tatsache, dass aufgrund der geringen Größe juveniler Glomeruli in den 
untersuchten Nieren lediglich 30 Glomeruli evaluiert werden konnten, war der Anstieg des 
prozentualen Anteils von Glomeruli mit genetisch markierten, viszeralen Zellen statistisch 
signifikant. Zudem wiesen ca. 15-20% der Glomeruli ausgewachsener Tiere mehr als drei 
doppeltpositive, viszeral gelegene Zellen auf (Abb. 3.2.7 B). 
Weder in den juvenilen noch in den ausgewachsenen Glomeruli wurden mehr als zwei 
genetisch markierte Zellen am vaskulären Pol gefunden. Bei diesen Zellen handelte es sich 
am ehesten um transitionelle Zellen, deren genetische Markierung unabhängig vom Alter der 
Tiere erfolgte (Abb. 3.2.7 C). 
 
In den acht Tage alten Glomeruli konnten häufig auch EGFP/WT1-positive Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel ausgemacht werden, deren Relevanz nicht eingeschätzt werden 
konnte. So exprimieren auch im adulten Tier die Parietalzellen auf der Kapsel WT1, 
allerdings in geringeren Mengen, so dass sie ein schwächeres Färbemuster aufweisen 
(Abb. 3.2.6 B1-6). Äußerst selten wurden auch p57-exprimierende Parietalzellen in den 
juvenilen Glomeruli beobachtet. Um diese Befunde genauer zu beleuchten, wurden die Tiere 
auf ihre Synaptopodin Expression hin untersucht. Dieses Protein ist in Podozyten auch in 
den Fußfortsätzen lokalisiert, so dass die gesamte Zellfläche detektiert werden kann und ein 
Podozyt sichtbar wird, auch wenn sein Zellkern nicht mit angeschnitten wurde. 
Interessanterweise konnte auch in einigen EGFP-positiven Parietalzellen auf der 
Bowmanschen Kapsel von acht Tage alten Mäusen die Expression von Synaptopodin 
beobachtet werden (Abb. 3.2.8 A1-9, Pfeile). Besonders auffällig war die Abhängigkeit der 
Lokalisation der Synaptopodin/EFGP-positiven Zellen auf der Bowmanschen Kapsel von der 
Größe der Glomeruli. Die größeren, juxtamedullär gelegenen wiesen weniger genetisch 
markierte und Synaptopodin-exprimierende Zellen auf als die noch kleinen und dicht 
gepackten Glomeruli des kortikalen Nierenbereiches. 
Die ausgewachsenen Mäuse dagegen zeigten nahezu keine Synaptopodin-Expression in 
den genetisch markierten Parietalzellen (Abb. 3.2.8 B1-6). Die bereits validierte Migration 
genetisch markierter Zellen von der Bowmanschen Kapsel auf das glomeruläre 
Kapillargeflecht wurde ebenfalls detektiert (Abb. 3.2.8 B2 & B5). 
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Abb. 3.2.8: Untersuchung der in der PEC-rtTA Maus genetisch markierten  Zellen während der 
postnatalen Entwicklung mittels Analyse der Expression eines weiteren Podozyten-Markers. 
Immunfluoreszenzfärbung gegen EGFP (grün, A2, A5, A8, B2, B5) und Synaptopodin (rot, A1, A4, A7, B1, B4) 
von Gewebeschnitten acht Tage alter Mäuse (A1-A9) und ausgewachsener sechs Wochen alter Mäuse (B1-B6). 
Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, A3, A6, A9, B3, B6). Pfeile markieren Synaptopodin/EFGP-positive Zellen 
auf der Bowmanschen Kapsel in acht Tage alten Mäusen (A1-A9) und EFGP-positive Parietalzellen in sechs 
Wochen alten Mäusen (B1-B6), Pfeilspitzen weisen auf doppelpositive Zellen auf dem glomerulären 
Kapillargeflecht in beiden Altersgruppen und Sterne auf EFGP-positive, Synaptopodin-negative Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel in acht Tage alten Mäusen (A4-A9). 400x Vergrößerung. 
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3.2.2.2 Entwicklungsabhängige Rekrutierung von Zellen der Bowmanschen Kapsel 
auf das Kapillargeflecht in Pod-rtTA Mäusen 
 
Im vorangegangenen Abschnitt wird eine Expression von podozytären Markern in den 
Parietalzellen juveniler Mäuse beschrieben. Diese Zellen scheinen dazu bestimmt zu 
Podozyten zu differenzieren; mit dem Wachstum des Glomerulus wird die abschließende 
Migration auf das Kapillargeflecht ermöglicht. Zur Validierung dieser These sollte die 
Situation in juvenilen Pod-rtTA/H2B-eGFP Mäusen untersucht werden, die induzierbar 
Podozyten hochspezifisch genetisch markieren. Hierfür wurde den Jungtieren drei und fünf 
Tage nach Geburt zur Induktion der genetischen Markierung Doxyzyklin i.p. injiziert. Acht 
Tage nach Geburt erfolgte die Tötung der Tiere und somit die Analyse ihrer Nieren 
(Abb. 3.2.5). 
Die genetische Markierung der Pod-rtTA Mäuse ist abhängig von der Aktivität des 
Podocin-Promotors, wobei es sich bei Podocin um ein membranständiges Protein der 
Podozyten handelt. Somit dient Podocin als weiterer Marker für Podozyten mit wiederum 
etwas anderen Eigenschaften und Funktionen als die bereits genutzten Marker 
Synaptopodin und WT1. 
Die Glomeruli der juvenilen Pod-rtTA Mäuse ließen deutlich podozytenspezifisch genetisch 
markierte Zellen auf der Bowmanschen Kapsel erkennen (Abb. 3.2.9 A1, A4, B1 & B4). 
Äquivalent zu den Resultaten der juvenilen PEC-rtTA Mäuse wurde in den Pod-rtTA Mäusen 
eine unterschiedlich starke Expression der Podozyten-Marker WT1 und Synaptopodin in den 
genetisch markierten Zellen auf der Bowmanschen Kapsel deutlich. So sieht man in ein und 
demselben Glomerulus genetisch markierte Zellen, die Synaptopodin exprimieren 
(Abb. 3.2.9 B1-3, Pfeil) und die keine bzw. nur eine schwache Expression dieses Markers 
aufweisen (Abb. 3.2.9 B1-3; Pfeilspitzen). Auch die Expression des Podozyten-Markers WT1 
konnte in den genetisch markierten Zellen auf der Bowmanschen Kapseln in 
unterschiedlicher Stärke detektiert werden (vgl. Abb. 3.2.9 A1-3, Pfeilspitzen vs. A4-6, 
Pfeile). Die unterschiedlichen Expressionsmuster sprechen zum einen für unterschiedliche 
Zeitpunkte, zu denen die Expression dieser Marker während der Entwicklung gestartet wird 
und zum anderen für die Vielfältigkeit ihrer Funktionen und Eigenschaften. 
 
Anhand der Ergebnisse beider juveniler Mausmodelle ergibt sich, dass es sich bei den Zellen 
auf der Bowmanschen Kapsel, welche Parietalzell- wie auch Podozyten-Marker aufweisen 
am ehesten um eine Population an Vorläuferzellen handelt. Diese sind bereits 
entwicklungsgenetisch vorherbestimmt sich zu Podozyten zu differenzieren. Aufgrund der 
geringen Kapillarkonvolut-Fläche in den juvenilen Glomeruli ist eine Ausdifferenzierung und 
vollständige Funktionsfähigkeit allerdings nicht möglich. 
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Abb. 3.2.9: Untersuchung der in der Pod-rtTA Maus genetisch markierten  Zellen während der postnatalen 
Entwicklung. Immunfluoreszenzfärbung gegen EGFP (grün, A1, A4, B1, B4) und WT1 (rot, A2, A5) bzw. 
Synaptopodin (rot, B2, B5) von Gewebeschnitten acht Tage alter Mäuse, deren Podozyten genetisch markiert 
wurden. Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, A3, A6, B3, B6). Pfeile markieren doppeltgefärbte Zellen und 
Pfeilspitzen EGFP-positive, aber Synaptopodin/WT1-negative Zellen auf der Bowmanschen Kapsel. 400x 
Vergrößerung. 
 
3.2.3 Analyse der Migration von Vorläuferzellen auf das Kapillargeflecht 
während der späten renalen Entwicklung in humanen Nieren 
 
Die Existenz einer vorherbestimmten Podozyten-Population auf der Bowmanschen Kapsel, 
welche mit dem Wachstum des Glomerulus erst auf das Kapillargeflecht migriert, konnte in 
den verschiedenen Mauslinien überzeugend gezeigt werden. Allerdings ist diese 
Beobachtung nicht ohne weiteres auf die Vorgänge während der späten renalen Entwicklung 
der menschlichen Niere übertragbar. Um diese genauer zu beleuchten, wurden 
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Paraffinschnitte humaner Nephrektomie-Gewebe auf die Expression verschiedener 
Podozyten-Marker untersucht. Dabei wurden zwei Wochen, fünf Monate und zwei Jahre alte 
Nieren betrachtet, um die postnatale renale Entwicklung zu analysieren. Einer der Marker, 
dessen Expression untersucht wurde, war – wie schon im murinen Versuch – Synaptopodin. 
Wie schon in den juvenilen Mäusen konnten auch in den jungen, humanen Nieren 
Synaptopodin positive Zellen auf der Bowmanschen Kapsel detektiert werden. Vergleichbar 
mit den Befunden der murinen Nieren nahm die Anzahl Synaptopodin positiver Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel mit zunehmendem Alter der untersuchten humanen Nieren ab 
(Vgl. Abb. 3.2.10 A1 & B1 bis Abb. 3.2.12 A1 & B1). 
 
 
Abb. 3.2.10: Untersuchung zwei Wochen alter humaner Nieren zur vergleichenden Analyse der 
postnatalen Nierenentwicklung . Immunfluoreszenzfärbung gegen Synaptopodin (grün, A1, B1) und GLEPP1 
(rot, A2) bzw. Nestin (violett, B2) von Gewebeschnitten acht Tage alter Mäuse, deren Podozyten genetisch 
markiert wurden. Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, A3, B3). Pfeile bezeichnen ko-gefärbte Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel, Pfeilspitzen bezeichnen Zellen auf der Bowmanschen Kapsel, die lediglich einen der 
Marker exprimieren. 400x Vergrößerung. 
 
Zusätzlich wurde die Expression weiterer Podozyten-Marker, GLEPP1 und Nestin, 
untersucht. Bei Nestin handelt es sich um ein Intermediärfilament, welches ebenso wie das 
Aktin-assoziierte Protein Synaptopodin Bestandteil des podozytären Zytoskeletts ist. 
GLEPP1 (engl. Glomerular Epithelial Protein 1) hingegen bezeichnet eine Rezeptor-Tyrosin-
Phosphatase, die in der apikalen Zellmembran lokalisiert ist. 
Die unterschiedlichen Funktionen der Podozyten-Marker werden in ihrem Expressionsmuster 
in den juvenilen Nieren deutlich. So ko-exprimieren die Synaptopodin positiven Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel in zwei Wochen alten humanen Nieren wesentlich seltener GLEPP1 
(Abb. 3.2.10 A1-3). 
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Abb. 3.2.11: Untersuchung fünf Monate alter humaner Nieren zur vergleichenden Analyse der postnatalen 
Nierenentwicklung . Immunfluoreszenzfärbung gegen Synaptopodin (grün, A1, B1) und GLEPP1 (rot, A2) bzw. 
Nestin (violett, B2) von Gewebeschnitten acht Tage alter Mäuse, deren Podozyten genetisch markiert wurden. 
Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, A3, B3). Pfeile bezeichnen ko-gefärbte Zellen auf der Bowmanschen 
Kapsel, Pfeilspitzen bezeichnen Zellen auf der Bowmanschen Kapsel, die lediglich Synaptopodin exprimieren. 
400x Vergrößerung. 
 
In diesen Nieren war die Anzahl der Glomeruli mit GLEPP1 positiven Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel am höchsten, verglichen mit fünf Monate und zwei Jahre alten Nieren. 
Die letzteren wiesen nahezu keine GLEPP1 positiven Zellen mehr auf der Bowmanschen 
Kapsel auf (Abb. 3.2.12 A2). In allen drei Altersstufen waren GLEPP1 positive Zellen auf der 
Kapsel lediglich nahe dem vaskulären Pol und somit am Übergang von Kapsel zu 
Kapillargeflecht zu finden (Abb. 3.2.10 A2, Pfeile). Das Expressionsmuster von Nestin stimmt 
hingegen mit dem von Synaptopodin in allen drei untersuchten Altersstufen nahezu überein 
und nimmt ebenfalls mit zunehmendem Alter auf der Bowmanschen Kapsel ab (Abb. 3.2.10-
12, jeweils B1-3). 
Die viszeral gelegenen Podozyten zeigten dagegen die Expression aller untersuchter Marker 
zu jedem der betrachteten Zeitpunkte auf. Allerdings wird bei Betrachtung der zellulären 
Lokalisation von Nestin und GLEPP1 in den untersuchten Nieren deutlich, dass die 
Expression verschiedener Podozyten-Marker mit dem Alter variiert. So ändert sich die 
zelluläre Lokalisation von Nestin während der renalen Entwicklung kaum – es bleibt bis zu 
einem Alter von zwei Jahren bei einem eher zytoplasmatischem Expressionsmuster 
(Abb. 3.2.10-12, jeweils B2). Das ebenfalls wie Nestin Zytoskelett-assoziierte Synaptopodin 
wies dagegen schon in fünf Monate alten Nieren – zusätzlich zum zytoplasmatischen – ein 
membranständiges Expressionsmuster auf (Abb. 3.2.11 A1 & B1). Das für adulte Glomeruli 
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typische, rein membranständige Expressionsmuster von Synaptopodin konnte bereits in den 
zwei Jahre alten Nieren gesehen werden und zeugt von einer Expression auch innerhalb der 
podozytären Fußfortsätze (Abb. 3.2.12 A1 & B1). GLEPP1 hingegen konnte in den zwei 
Wochen und fünf Monate alten Nieren ausschließlich im Zytoplasma der Podozyten 
detektiert werden (Abb. 3.2.10-11, jeweils A2). Mit zunehmendem Alter ändert sich die 
Lokalisation der GLEPP1 Expression vom Zytoplasma hin zur Zellmembran, so dass in den 
zwei Jahre alten Nieren eine nahezu vollständige Kolokalisation von GLEPP1 und 
Synaptopodin vorzufinden war (Abb. 3.2.12 A1-3). 
 
 
Abb. 3.2.12: Untersuchung zwei Jahre alter humaner Nieren zur vergleichenden Analyse der postnatalen 
Nierenentwicklung. Immunfluoreszenzfärbung gegen Synaptopodin (grün, A1, B1) und GLEPP1 (rot, A2) bzw. 
Nestin (violett, B2) von Gewebeschnitten acht Tage alter Mäuse, deren Podozyten genetisch markiert wurden. 
Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, A3, B3). Pfeile bezeichnen ko-gefärbte Zellen auf der Bowmanschen 
Kapsel, Pfeilspitzen bezeichnen Zellen auf der Bowmanschen Kapsel, die lediglich Synaptopodin exprimieren. 
400x Vergrößerung. 
 
 
 
 
 
 
Teile des gesamten Kapitels 3.2 wurden bereits in englischer Sprache in abgewandelter Form in 
einem Fachjournal veröffentlicht: 
Berger K, Schulte K, Boor P, Kuppe C, van Kuppevelt TH, Floege J, Smeets B, Moeller MJ: The 
regenerative potential of parietal epithelial cells in adult mice. J Am Soc Nephrol (JASN). 2014 
Apr;25(4):693-705. doi: 10.1681/ASN.2013050481. 
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3.3 EGFR Inhibition zur Behandlung der fokal segmentalen 
Glomerulosklerose in vivo 
 
Da parietale Epithelzellen in der Lage sind von der Bowmanschen Kapsel zu migrieren, um 
sich negativ an der Bildung sklerotischer Läsionen zu beteiligen, wurde eine Möglichkeit 
gesucht die Aktivierung und damit die Migration der Parietalzellen zu unterbinden. Neben der 
Beobachtung, dass der podozytäre epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, engl. 
epidermal growth factor receptor)-Signalweg eine Rolle bei der Ausbildung sklerotischer 
Läsionen in der rapiden progressiven Glomerulopathie (RPGN) spielt [180], konnten in vitro 
Studien unserer Arbeitsgruppe belegen, dass der EGFR auch an der Proliferation und 
Migration von kultivierten Parietalzellen beteiligt ist [Veröffentlichung in Bearbeitung]. Zur 
Untersuchung, ob die Inhibierung des EGF-Rezeptors einen positiven Einfluss auf die 
aktivierten, CD44-positiven Parietalzellen in sklerosierten Glomeruli in vivo hat, sollte der für 
EGF-Rezeptoren spezifische Inhibitor Erlotinib im Rattenmodell getestet werden. 
3.3.1 Kurzzeit-Behandlung von MWF-Ratten mit hoch dosiertem Erlotinib 
 
Da männliche Munich-Wistar-Froemter (MWF)-Ratten ab einem Alter von 40 Wochen 
spontan an einer fokal segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) erkranken, hatten die zu 
Beginn des Versuchs 55 Wochen alten MWF-Ratten bereits eine ausgeprägte glomeruläre 
Sklerose. Mit Hilfe der kurzzeitigen Behandlung dieser Tiere mit hoch dosiertem EGFR-
Inhibitor (Erlotinib, 4 mg/kg Körpergewicht), sollte eine Inaktivierung der Parietalzellen 
erreicht und damit das Fortschreiten der Sklerose verhindert werden. Auf weitere Kontrollen 
wurde verzichtet, da es sich lediglich um einen Vorversuch handelte, der zeigen sollte, ob 
eine direkte Inaktivierung nach nur wenigen Tagen ersichtlich wird. Um eine Aussage über 
den Progress der Krankheit machen zu können und die Sklerose zudem noch zu verstärken, 
wurde eine Uninephrektomie der MWF-Ratten durchgeführt. Nach einer einwöchigen 
Erholungsphase wurden die Tiere bis zu ihrer Tötung nochmals eine Woche mit dem EGFR-
Inhibitor behandelt (Abb. 3.3.1 A). Die Bewertung der Sklerose ergab keine signifikanten 
Änderungen im Fortschreiten der Erkrankung. Es konnte zwar ein leichter Anstieg der Anzahl 
morphologisch unauffälliger Glomeruli nach Behandlung der Tiere ausgemacht werden, 
gleichzeitig nahm jedoch auch die Anzahl nahezu global sklerosierter Glomeruli zu 
(Abb. 3.3.1 B, vgl. 0% Sklerose und >75% Sklerose-Gruppen). Zudem wurde deutlich, dass 
sich die Anzahl der Glomeruli mit leichter Sklerose verringerte, der prozentuale Anteil an 
stärker sklerosierten Glomeruli allerdings zunahm (Abb. 3.3.1 B, vgl. 1-25% und 26-50% zu 
51-75% und > 75%). 
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Abb. 3.3.1: Effekt der Erlotinib-Behandlung auf die Progression der Sklerose sowie die Aktivität der 
Parietalzellen. (A) Der Versuchsaufbau umfasste die Uninephrektomie 55 Wochen alter MWF-Ratten und die 
einwöchige Behandlung mit Erlotinib (4 mg/kg Körpergewicht)  beginnend eine Woche nach OP bis zum Zeitpunkt 
der Tötung. (B) Graphische Darstellung der Sklerose-Evaluation der während der OP entnommenen Nieren (vor 
UNx) und der abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die Sklerose wurde je nach Größe der 
befallenen Fläche beurteilt (siehe Legende). (C) Graphische Darstellung der CD44-Evaluation der während der 
OP entnommenen Nieren (vor UNx) und der abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die CD44-
Expression wurde je nach Größe der positiv für CD44-gefärbten, glomerulären Fläche beurteilt (siehe Legende). 
(D) Graphische Darstellung der Synaptopodin-Evaluation der während der OP entnommenen Nieren (vor UNx) 
und der abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die Synaptopodin-Expression wurde je nach 
Größe der positiv für Synaptopodin-gefärbten, glomerulären Fläche beurteilt (siehe Legende). (E) Graphische 
Darstellung der Evaluation der Expression von CD44 auf der Bowmanschen Kapsel der während der OP 
entnommenen Nieren (vor UNx) und der abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die CD44-
Expression wurde je nach Größe der positiv für CD44-gefärbten, glomerulären Fläche beurteilt (siehe Legende). 
 
Zur Untersuchung, ob die Hemmung des EGF-Rezeptors den Aktivitätsstatus der 
Parietalzellen beeinflussen konnte, wurden immunfluoreszente Doppelfärbungen gegen den 
Aktivitätsmarker CD44 und den Podozyten-Marker Synaptopodin angefertigt. Jeder 
betrachtete Glomerulus wurde anschließend mehrfach bewertet: nach der 
Kapillargeflechtsfläche, die eine Synaptopodin-Expression aufwies, sowie nach der, die eine 
de novo Expression von CD44 zeigte. Zusätzlich wurde das Ausmaß der de novo Expression 
von CD44 der Zellen auf der Bowmanschen Kapsel evaluiert. Es konnte ein leichter, aber 
nicht signifikanter Anstieg an Glomeruli mit CD44 Expression auf dem Kapillarkonvolut 
ausgemacht werden (Abb. 3.3.1 C, vgl. 0% CD44 vor UNx und nach Experiment). 
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Vergleichbar dazu nahm die Anzahl vollkommen gesunder Glomeruli – erkennbar an der 
gleichmäßigen Expression von Synaptopodin über die gesamte Kapillargeflechtsfläche – 
zum Versuchsende leicht ab (Abb. 3.3.1 D, vgl. 100% Synaptopodin vor UNx und nach 
Experiment). Eine geringe Zunahme der de novo Expression von CD44 auf der 
Bowmanschen Kapsel konnte ebenfalls nach der Kurzzeit-Behandlung verzeichnet werden 
(Abb. 3.3.1 E, vgl. 0% CD44 vor UNx und nach Experiment). Somit konnte kein Einfluss der 
hoch dosierten Erlotinib-Behandlung auf die Aktivität der Parietalzellen bzw. der Migration 
dieser von der Kapsel auf das Kapillargeflecht festgestellt werden. 
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3.3.2 Langzeit-Behandlung von MWF-Ratten 
 
3.3.1.1 Einfluss der Behandlung auf die Nierenfunktionsparameter 
 
Die kurzfristige Behandlung von Ratten mit manifester Glomerulosklerose mit hoch 
dosiertem Erlotinib erbrachte nicht die gewünschte Deaktivierung der negativ am 
Fortschreiten der Erkrankung beteiligten Parietalzellen. Allerdings ist mit einer Woche die 
Behandlungszeit kurz gewählt worden und die Dosis ist ebenfalls sehr hoch angesetzt. Um 
zu untersuchen, ob die Hemmung des EGF-Rezeptors einen Einfluss auf die langfristige 
Progression der FSGS hat, wurden in einem zweiten Versuchsansatz männliche MWF-
Ratten über einen längeren Zeitraum behandelt. Im Rahmen dieses Experiments wurden 
Tiere im Alter von 38 Wochen genutzt, da diese lediglich das Anfangsstadium einer fokalen 
segmentalen Glomerulosklerose aufwiesen (Abb. 3.3.2 A). Zu Beginn wurden die MWF-
Ratten einer Uninephrektomie unterzogen, die zum einen die Skleroseprogression in der 
verbliebenen Niere beschleunigen sollte und zum anderen als Ausgangspunkt für die spätere 
histologische Auswertung diente. Anschließend wurde nach einwöchiger Ruhephase mit der 
vierwöchigen Behandlung der Tiere begonnen. Diese wurden hierfür in vier verschiedene 
Versuchsgruppen eingeteilt. Die Erlotinib-Gabe erfolgte in zweierlei Dosierung verteilt auf 
zwei der Versuchsgruppen (4 mg/kg und 0,5 mg/kg Körpergewicht). Da das Medikament zur 
oralen Verabreichung (Gavage) mit Hilfe des organischen Lösungsmittels Dimethylsulfoxid 
(DMSO) in Lösung gebracht wurde, erhielt die Kontrollgruppe die Vehikellösung bestehend 
aus 20% DMSO und 80% 0,9%iger steriler Kochsalzlösung ebenfalls per Gavage. Die vierte 
Versuchsgruppe erhielt den ACE (engl. Angiotensin converting enzyme)-Hemmer Lisinopril 
über das Trinkwasser (40 mg/l). Dieses blutdrucksenkende Medikament ist derzeit eines der 
Mittel der Wahl zur Behandlung glomerulärer Sklerose und diente im Rahmen dieser Studie 
als Positivkontrolle. Alle zwei Wochen, beginnend eine Woche vor der Uninephrektomie, 
wurde der Blutdruck aller Versuchstiere gemessen und Spontanurin gesammelt. Sieben 
Wochen nach Ende der Behandlung wurden die Tiere getötet und die verbliebenen Nieren 
zur Analyse entnommen (Abb. 3.3.2 A). 
Die Auswertung der funktionellen Parameter ergab lediglich in der ACE-Hemmer 
behandelten Versuchsgruppe während des Behandlungszeitraums eine signifikante Senkung 
des Blutdruckes. Danach stieg der Blutdruck in diesen Ratten wieder an, blieb allerdings – 
wenn auch nicht signifikant – unterhalb der durchschnittlichen Blutdruck-Level der anderen 
Versuchsgruppen (Abb. 3.3.2 B). Ähnlich verhielt es sich mit der gemessenen Proteinurie. 
Nur die Urinprotein/Urinkreatinin Ratios der mit ACE-Hemmern behandelten Gruppe nahmen 
signifikant ab und stiegen nach Ende der Behandlung wieder auf das Niveau der Ratios der 
anderen Behandlungsgruppen an. Die Abnahme der Proteinurie ist jedoch nicht eindeutig zu 
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werten, da die Werte zu Beginn des Experiments in der ACE-Hemmer Gruppe im Vergleich 
zu den anderen Gruppen bereits niedriger waren (Abb. 3.3.2 C). 
 
 
Abb. 3.3.2: Beurteilung des Blutdruckes und der Proteinurie in untersuchten MWF-Ratten. 
(A) Der Versuchsaufbau umfasste regelmäßige Blutdruckmessungen sowie Abnahme von Urin im zweiwöchigen 
Rhythmus beginnend eine Woche vor OP. Im Alter von 38 Wochen wurde eine Uninephrektomie (UNx) 
durchgeführt und eine Woche später mit der jeweiligen Behandlung begonnen und über vier Wochen 
durchgeführt. Die Tiere wurden zwölf Wochen nach OP zur Organentnahme getötet. Neben der regelmäßigen 
Sammlung von Urin wurde vor der OP und während der Tötung Blut abgenommen. (B) Graphische Darstellung 
der regelmäßigen Blutdruckmessungen, lediglich der systolische Blutdruck wurde aufgetragen. (B’) Graphische 
Darstellung der Proteinurie mittels Berechnung der Urinprotein/-kreatinin Ratio. Für beide Graphen gilt: schwarze 
Linie entspricht der mit Vehikel-Lösung behandelten Negativkontrollgruppe (DMSO, N=5), blaue Linie entspricht 
der Positivkontrolle (ACE-Hemmer, N=5), grüne Linie entspricht der mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten 
Gruppe (N=6) und die rote Linie der mit hoch dosiertem Erlotinib behandelten Gruppe (N=6). Fehlerbalken 
kennzeichnen die Standardabweichung. * P<0,05, ** P<0,001, *** P<0,0001. 
 
3.3.1.2 Einfluss der Behandlung auf die Progression der Sklerose 
 
Auch wenn die Erlotinib Behandlung in zweierlei Dosierung über einen längeren Zeitraum 
keine Verbesserung der Nierenfunktion ergab, wurden die Nieren hinsichtlich ihres 
Krankheitsgrades untersucht. Auf den ersten Blick ergab sich das Voranschreiten der 
Sklerose in allen Nieren unabhängig von der Behandlung, allerdings schienen die mit ACE-
Inhibitor und die mit 0,5 mg/kg Erlotinib behandelten Ratten mehr gesunde Glomeruli (0% 
der Kapillargeflecht-Fläche mit sklerotischen Läsionen) und weniger stark sklerosierte 
Glomeruli (>75% der Fläche mit Sklerose) aufzuweisen. 
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Abb. 3.3.3: Beurteilung der Sklerose und des Einflusses der Behandlung auf die Progression der FSGS. 
(A) Graphische Darstellung der Sklerose Evaluation der während der OP entnommenen Nieren (vor UNx) und der 
abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die Sklerose wurde je nach Größe der befallenen Fläche 
beurteilt (siehe Legende). (B-B’’’) Graphische Darstellung der prozentualen Änderung der Anzahl betroffener 
Glomeruli für ausgewählte Krankheitsgrade. Die Ausgangswerte der UNx Nieren wurden dabei in allen 
Versuchsgruppen auf Null normalisiert und die Endwerte (nach Experiment) darauf rechnerisch angepasst. Für 
alle Graphen gilt: schwarze Linie entspricht der mit Vehikel-Lösung behandelten Negativkontrollgruppe (DMSO, 
N=5), blaue Linie entspricht der Positivkontrolle (ACE-Hemmer, N=5), grüne Linie entspricht der mit niedrig 
dosiertem Erlotinib behandelten Gruppe (N=6) und die rote Linie der mit hoch dosiertem Erlotinib behandelten 
Gruppe (N=6). Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung. * P<0,05. 
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Betrachtet man aber den Krankheitsgrad der bei Uninephrektomie entnommenen Nieren, fällt 
auf, dass schon zu Beginn des Experimentes die Tiere eine unterschiedlich stark 
ausgeprägte FSGS hatten (Abb. 3.3.3 A). Daher wurden die unterschiedlichen Sklerose-
Grade einzeln betrachtet und der Anteil der jeweiligen betroffenen Glomeruli auf die 
Anfangsmenge normalisiert. Dadurch konnte die prozentuale Änderung der Anzahl 
betroffener Glomeruli über den Verlauf des Experiments für jede Behandlungsgruppe 
bestimmt werden. Auf diese Weise wurden zumindest Tendenzen einer Verlangsamung der 
Progression der FSGS, insbesondere durch die Behandlung mit ACE Hemmer und niedrig 
dosiertem Erlotinib, sichtbar. So entsprach der Abfall der Anzahl unauffälliger Glomeruli in 
Ratten, die mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelt wurden, dem der Kontrolltiere (mit 
DMSO-Vehikel-Lösung behandelt). Interessanterweise wiesen die mit hoch dosiertem 
Erlotinib behandelten Ratten die stärkste Verringerung gesunder Glomeruli auf 
(Abb. 3.3.3 B). Dahingegen gab es insgesamt nur marginale Änderungen in der Menge leicht 
sklerosierter Glomeruli, wobei die Kontrollraten mit einer Verringerung der Anzahl betroffener 
Glomeruli um 10% den stärksten Abfall dieser Sklerose-Kategorie aufzeigte. Bei den mit 
ACE-Hemmer bzw. mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten Ratten lag die Verringerung 
der betroffenen Glomeruli lediglich bei etwa 5%, was darauf hindeutet, dass in diesen Tieren 
weniger zu Beginn leicht sklerosierte Glomeruli einer Progression der Sklerose unterlagen 
(Abb. 3.3.3 B’). Passend dazu zeigten auch diese beiden Behandlungsgruppen den 
geringsten Anstieg der Menge stärker sklerosierter Glomeruli (Abb. 3.3.3 B’’&B’’’). Besonders 
die Anzahl global sklerosierter Glomeruli (>75% der Kapillargeflecht-Fläche mit sklerotischen 
Läsionen) liegt in mit ACE-Hemmer und niedrig dosiertem Erlotinib behandelten Tieren weit 
unter der der Kontrolltiere. In dieser DMSO-behandelten Gruppe liegt der Anstieg global 
sklerosierter Glomeruli bei ca. 20%, während Tiere, die mit ACE-Hemmer oder niedrig 
dosiertem Erlotinib behandelt wurden, lediglich einen ca. 8-9%igen Anstieg der Anzahl dieser 
Glomeruli aufwiesen (Abb. 3.3.3 B’’’). Der geringe Anstieg an Glomeruli mit einer 
sklerosierten Kapillarkonvolut-Fläche von 51-75% in den Kontrollratten lässt sich aber mit 
eben jenem hohen Anstieg an global sklerosierten Glomeruli erklären, diese Tiere unterlagen 
somit dem stärksten Progress der FSGS (Abb. 3.3.3 B’’). 
Zusammenfassend lässt sich nur ein leichter, positiver Einfluss der EGFR-Inhibition auf das 
Fortschreiten der Sklerose feststellen. Allerdings stellt sich selbst mit der als Positivkontrolle 
eingesetzten ACE-Hemmer Behandlung keine signifikante Verlangsamung des 
Voranschreitens der Sklerose ein. Zusätzlich wirkt lediglich nur die Behandlung mit niedrig 
dosiertem Erlotinib auf diese Weise, während die Behandlung mit der hohen Dosis nahezu 
keinen positiven Einfluss auf die Entwicklung der Sklerose hat. 
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3.3.1.3 Einfluss der Behandlung auf die Aktivierung der Parietalzellen 
 
Auch wenn nur eine geringfügige Verlangsamung der Sklerose-Progression durch die EGF-
Rezeptor-Inhibition erreicht werden konnte, sollte der Einfluss auf die Aktivierung der 
parietalen Epithelzellen geklärt werden. Dafür wurden für sämtliche Nieren die de novo  
Expression von CD44 auf dem Kapillargeflecht sowie der Bowmanschen Kapsel und die 
Expression von Synaptopodin – und damit der Verlust der Podozyten – untersucht. Auch 
hierbei war insgesamt in allen Gruppen ein Anstieg der Expression von CD44 (Abb. 3.3.4 A) 
und im Gegenzug ein Abfall der Synaptopodin Expression (Abb. 3.3.5 A) über den Verlauf 
des Experimentes aufgrund der Progression der Sklerose zu beobachten. Ebenso waren 
dabei Varianzen im Expressionsmuster von CD44 sowie Synaptopodin schon vor Beginn der 
Behandlung zwischen den einzelnen Versuchsgruppen auszumachen (Abb. 3.3.4 A bzw. 
Abb. 3.3.5 A). Aufgrund dessen wurden die evaluierten Werte für jede Expressionskategorie 
und jede Behandlungsgruppe auf die jeweiligen Ausgangswerte zum Zeitpunkt der 
Uninephrektomie normalisiert. Daraus resultierten überraschende Erkenntnisse zum Einfluss 
der EGF Rezeptor Inhibition auf parietale Epithelzellen. So besaß die mit niedrig dosiertem 
Erlotinib behandelte Versuchsgruppe im Vergleich mit den Kontrolltieren signifikant mehr 
Glomeruli ohne CD44-exprimierende Zellen auf dem Kapillargeflecht. Die ACE-Hemmer-
Behandlung ergab sogar die stärkste Abnahme an CD44-negativen Glomeruli. 
Dementsprechend fiel in den mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten Ratten auch der 
Anstieg leicht sklerosierter Glomeruli (1-25% der Kapillarkonvolut-Fläche mit Sklerose) 
verglichen mit der Kontrollgruppe am geringsten aus. Auch hier zeigte sich, konform mit der 
geringsten Anzahl gesunder Glomeruli, der stärkste Anstieg der Anzahl leicht sklerotischer 
Glomeruli in der mit ACE Hemmer behandelten Versuchsgruppe (Abb. 3.3.4 B). Betrachtete 
man die stärker sklerosierten Glomeruli, ergaben sich nur noch geringe Unterschiede 
zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen. So blieben die prozentualen 
Änderungen der Anzahl der betroffenen Glomeruli in allen Gruppen für beide Sklerose-
Kategorien unter 5% (Abb. 3.3.4 B‘‘&B‘‘‘). Die Anzahl global sklerosierter Glomeruli (>75% 
der Kapillargeflecht-Fläche mit Sklerose) in den mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten 
Ratten lag sogar etwas höher als in den ACE Hemmer behandelten Tieren, wobei dies nicht 
statistisch signifikant war und mit dem sehr seltenem Vorkommen global sklerosierter 
Glomeruli im Allgemeinen begründet werden kann. Hingegen wiesen diese beiden 
Behandlungsgruppen nahezu keine Änderung in der Anzahl zu 51-75% sklerosierter 
Glomeruli auf (vgl. Abb. 3.3.4 B‘‘ mit B‘‘‘). Konform mit der Sklerose-Beurteilung konnte 
keinerlei Einfluss der Erlotinib Behandlung mit der höheren Dosierung auf den 
Aktivitätsstatus der parietalen Epithelzellen bzw. auf deren Migration und damit ihrer 
Beteiligung am Progress der Formation sklerotischer Läsionen beobachtet werden. 
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Abb. 3.3.4: Beurteilung der de novo CD44-Expression und des Einflusses der Behandlung auf den 
Aktivitätsstatus der Parietalzellen. (A) Graphische Darstellung der CD44-Evaluation der während der OP 
entnommenen Nieren (vor UNx) und der abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die CD44-
Expression wurde je nach Größe der positiv für CD44 gefärbten, glomerulären Fläche beurteilt (siehe Legende). 
(B-B’’’) Graphische Darstellung der prozentualen Änderung der Anzahl betroffener Glomeruli für ausgewählte 
Expressionsgrade. Die Ausgangswerte der UNx Nieren wurden dabei in allen Versuchsgruppen auf Null 
normalisiert und die Endwerte (nach Experiment) darauf rechnerisch angepasst. Für alle Graphen gilt: schwarze 
Linie entspricht der mit Vehikel-Lösung behandelten Negativkontrollgruppe (DMSO, N=5), blaue Linie entspricht 
der Positivkontrolle (ACE-Hemmer, N=5), grüne Linie entspricht der mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten 
Gruppe (N=6) und die rote Linie der mit hoch dosiertem Erlotinib behandelten Gruppe (N=6). Fehlerbalken 
kennzeichnen die Standardabweichung. * P<0,05, ** P<0,001, *** P<0,0001. 
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Die Auswertung der CD44 de novo Expression erfolgte mittels gegen Synaptopodin und 
CD44 immunfluoreszent ko-gefärbten Paraffinschnitten der Nieren aller untersuchten Tiere. 
Wie in vorangegangenen Studien beschrieben [88], konnte auch im Rahmen dieser 
Untersuchung in den CD44-exprimierenden Kapillargeflecht-Bereichen keine Synaptopodin-
Expression mehr detektiert werden. Es kam in keinem der analysierten Glomeruli zu einem 
Überlapp von CD44- und Synaptopodin-Expression. Das spiegelte sich auch in der 
Quantifizierung der beiden Marker-Expressionen wider. Bei Zunahme der CD44-
exprimierenden Bereiche nahm äquivalent dazu die Fläche der Glomeruli, die eine 
Synaptopodin-Expression aufweisen, ab (vgl. Abb. 3.3.4 A mit Abb. 3.3.5 A). Demnach wies 
auch hierbei die mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelte Gruppe die geringste Abnahme 
an gesunden Glomeruli (100% Synaptopodin-Expression) auf, während bei den mit ACE-
Hemmer behandelten Tieren der höchste Verlust gesunder Glomeruli zu verzeichnen war 
(Abb. 3.3.5 B‘‘‘). Ebenso zeigten die mit Erlotinib behandelten Ratten den geringsten und die 
mit ACE-Inhibitor behandelten Tiere den stärksten Anstieg an Glomeruli mit geringfügigem 
Podozyten Verlust (75-99% Synaptopodin) auf. Diesmal galt dies auch für die Gruppe, die 
mit hoch dosiertem Erlotinib behandelt wurde (Abb. 3.3.5 B‘‘). Allerdings könnte das auf der 
stärkeren Progression der Sklerose und dem damit verbundenen verstärkten 
Podozytenverlust dieser Tiere im Verlauf des Experimentes basieren (vgl. mit Abb. 3.3.3 B-
B‘‘‘). So wiesen diese Ratten auch den stärksten Anstieg der Anzahl an Glomeruli mit nur 
noch geringer (1-25%) Synaptopodin-Expression – und damit einer stärkeren Sklerose – auf 
(Abb. 3.3.5 B‘). Die mit ACE-Hemmer sowie die mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten 
Versuchsgruppen zeigten nahezu keine oder nur eine geringe Zunahme an stärker bis global 
sklerosierten (1-25% und keine Synaptopodin-Expression) Glomeruli (Abb. 3.3.5 B&B‘). 
 
In den gegen CD44 und Synaptopodin ko-gefärbten Schnitten wurde gleichzeitig auch die de 
novo CD44-Expression der Parietalzellen, welche sich auf der Bowmanschen Kapsel 
befanden, quantifiziert. Im Gegensatz zu der Evaluierung der CD44-Expression auf dem 
Kapillargeflecht konnten im Allgemeinen eher geringe Änderungen der CD44-Expression auf 
der Bowmanschen Kapsel ausgemacht werden (Abb. 3.3.6 A). Interessanterweise hatte die 
Behandlung mit niedrig dosiertem Erlotinib keinen Einfluss auf die Aktivierung der parietalen 
Epithelzellen der Bowmanschen Kapsel. So nahm die Anzahl an Glomeruli mit inaktiven bzw. 
nur wenigen aktivierten Parietalzellen auf der Kapsel (keine bzw. 1-25% der Kapsel-Fläche) 
im Laufe des Experiments in dieser Behandlungsgruppe ab. Die ACE-Hemmer-behandelten 
Tiere wiesen dagegen nahezu keine Änderungen der Anzahl an Glomeruli mit inaktiven bzw. 
wenigen aktivierten parietalen Epithelzellen auf (Abb. 3.3.6 B&B‘). Im Gegensatz dazu nahm 
die Anzahl der Glomeruli, die auf über 51% der Kapsel aktivierte Parietalzellen tragen, in den 
mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten Ratten zu (Abb. 3.3.6 B‘‘&B‘‘‘). 
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Abb. 3.3.5: Beurteilung der Synaptopodin-Expression und des Einflusses der Behandlung auf den 
Podozytenverlust. (A) Graphische Darstellung der Synaptopodin-Evaluation der während der OP entnommenen 
Nieren (vor UNx) und der abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die Synaptopodin-Expression 
wurde je nach Größe der positiv für Synaptopodin gefärbten, glomerulären Fläche beurteilt (siehe Legende). (B-
B’’’) Graphische Darstellung der prozentualen Änderung der Anzahl betroffener Glomeruli für ausgewählte 
Expressionsgrade. Die Ausgangswerte der UNx Nieren wurden dabei in allen Versuchsgruppen auf Null 
normalisiert und die Endwerte (nach Experiment) darauf rechnerisch angepasst. Für alle Graphen gilt: schwarze 
Linie entspricht der mit Vehikel-Lösung behandelten Negativkontrollgruppe (DMSO, N=5), blaue Linie entspricht 
der Positivkontrolle (ACE-Hemmer, N=5), grüne Linie entspricht der mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten 
Gruppe (N=6) und die rote Linie der mit hoch dosiertem Erlotinib behandelten Gruppe (N=6). Fehlerbalken 
kennzeichnen die Standardabweichung. * P<0,05, ** P<0,001, *** P<0,0001. 
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Die mit ACE-Hemmer behandelten Tiere wiesen einerseits eine Zunahme der Anzahl an 
Glomeruli auf, deren Bowmansche Kapselfläche zu 51-75% mit aktivierten Parietalzellen 
bedeckt waren (Abb. 3.3.6 B‘‘). Andererseits zeigte sich in dieser Gruppe eine 10%ige 
Abnahme an Glomeruli, in denen aktivierte Parietalzellen auf über 75% der Kapselfläche 
lokalisiert waren (Abb. 3.3.6 B‘‘‘). Somit schien die ACE Hemmer Behandlung keinen 
direkten Einfluss auf die Aktivierung der auf der Bowmanschen Kapsel lokalisierten 
Parietalzellen zu haben. Ähnlich sah es bei der Behandlung der Ratten mit hoch dosiertem 
Erlotinib aus. So bleibt die Anzahl an Glomeruli ohne aktivierte Parietalzellen auf der 
Bowmanschen Kapsel nach Versuchsende nahezu gleich (Abb. 3.3.6 B). Der Anteil an 
Glomeruli, deren Bowmansche Kapselfläche bis zu 25% von aktivierten Parietalzellen 
bedeckt war, in dieser Behandlungsgruppe erhöhte sich minimal über den Verlauf des 
Versuches (Abb. 3.3.6 B‘). Da ebenfalls die Anzahl der Glomeruli mit vollständig von 
aktivierten parietalen Epithelzellen bedeckter Kapselfläche sich beinahe nicht änderte 
(Abb. 3.3.6 B‘‘‘), verschob sich lediglich das Verhältnis der verbliebenen Glomeruli-
Kategorien, so dass es zu einem leichten Abfall an Glomeruli mit bis zu 75% der 
Kapselfläche mit CD44 exprimierenden Zellen kam (Abb. 3.3.6 B‘‘). In Anbetracht des 
Befundes, dass die hoch dosierte Erlotinib Behandlung keinen Einfluss auf die Aktivität der 
Parietalzellen hat (Abb. 3.3.4), die bereits auf das glomeruläre Kapillargeflecht migrierten, 
erscheint die Verringerung der aktivierten Zellen auf der Kapsel keine nennenswerte 
Konsequenz für den Krankheitsverlauf bzw. die Verbesserung der Sklerose zu haben. 
 
Wie bereits erwähnt, konnte bislang niemals eine Überlappung der Expression von CD44 
sowie Synaptopodin auf dem Kapillarkonvolut detektiert werden. Bereiche des 
Kapillargeflechts, auf denen sich CD44-exprimierende Zellen befinden, weisen demnach 
entweder keine Podozyten mehr auf oder noch vorhandene Podozyten exprimieren aufgrund 
der Erkrankung kein Synaptopodin mehr. Allerdings deutet die Ablagerung von Matrix durch 
die Parietalzellen (LKIV) darauf hin, dass die Podozyten verschwunden sind und der 
freigelegte Bereich von aktivierten Parietalzellen belegt wird [88]. Auch im Rahmen dieser 
Studie konnte die Ablagerung von Parietalzell-Matrix in Synaptopodin negativen Bereichen 
des Kapillargeflechts in allen von Sklerose betroffenen Glomeruli detektiert werden 
(Abb. 3.3.7 C-D‘‘). Während die abgelagerte Parietalzell-Matrix in den sklerosierten 
Bereichen auch nach längerer Zeit bestehen bleibt, ist die Expression von CD44 lediglich 
von kurzfristiger Natur. Besonders in stärker sklerosierten Glomeruli sieht man nur noch eine 
geringe Anzahl CD44-positiver Zellen in den Synaptopodin-negativen Kapillarkonvolut-
Bereichen (Abb. 3.3.7 A-B‘‘). Dies kann einerseits durch das Verschwinden der Parietalzellen 
oder den Verlust der CD44-Expression im Rahmen einer Deaktivierung begründet werden. 
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Abb. 3.3.6: Beurteilung der de novo CD4-Expression auf der Bowmanschen Kapsel und des Einflusses 
der Behandlung auf die Aktivität der kapsellokalisierten Parietalzellen. (A) Graphische Darstellung der 
Evaluation der Expression von CD44 auf der Bowmanschen Kapsel der während der OP entnommenen Nieren 
(vor UNx) und der abschließend entnommenen Nieren (nach Experiment). Die CD44-Expression wurde je nach 
Größe der positiv für CD44 gefärbten, glomerulären Fläche beurteilt (siehe Legende). (B-B’’’) Graphische 
Darstellung der prozentualen Änderung der Anzahl betroffener Glomeruli für ausgewählte Expressionsgrade. Die 
Ausgangswerte der UNx Nieren wurden dabei in allen Versuchsgruppen auf Null normalisiert und die Endwerte 
(nach Experiment) darauf rechnerisch angepasst. Für alle Graphen gilt: schwarze Linie entspricht der mit Vehikel-
Lösung behandelten Negativkontrollgruppe (DMSO, N=5), blaue Linie entspricht der Positivkontrolle (ACE-
Hemmer, N=5), grüne Linie entspricht der mit niedrig dosiertem Erlotinib behandelten Gruppe (N=6) und die rote 
Linie der mit hoch dosiertem Erlotinib behandelten Gruppe (N=6). Fehlerbalken kennzeichnen die 
Standardabweichung. * P<0,05, ** P<0,001, *** P<0,0001. 
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Mit Hilfe der Berechnung der Korrelation bzw. des Bestimmtheitsmaßes der CD44 und 
Synaptopodin Expression für jede glomeruläre Sklerose-Kategorie konnte die Abnahme an 
CD44 exprimierenden Zellen auf dem Kapillargeflecht mit dem Fortschreiten der Sklerose 
quantitativ bestimmt werden. So konnte – unabhängig von der Behandlung – eine 
Verminderung der Korrelation der CD44 und Synaptopodin von 98% in gesunden zu ca. 55% 
in leicht sklerosierten Glomeruli gemessen werden (Abb. 3.3.8 A&A‘). 
Zusätzlich konnte der Effekt der verschiedenen Behandlungen auf den Aktivitätsstatus der 
migrierten Parietalzellen evaluiert werden. 
 
 
Abb. 3.3.7: Korrelation der glomerulären CD44- und Synaptopodin-Expression sowie Korrelation des 
Vorfindens von Parietalzell-Matrix (LKIV) und Synaptopodin-Expression. (A&B) Beispielhafte Bilder von 
Glomeruli, welche immunfluoreszent gegen Synaptopodin (grün, A&B) und CD44 (rot, A’&B’) gefärbt wurden. 
Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, A’’&B’’). 100x Vergrößerung. (C&D) Beispielhafte Bilder von Glomeruli, 
welche immunfluoreszent gegen Synaptopodin (grün, C&D) und LKIV (Parietalzell-Matrix, rot, C’&D’) gefärbt 
wurden. Nuklei-Färbung mittels Hoechst (blau, C’’&D’’). 200x Vergrößerung. 
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Zeigte sich in den gesunden Glomeruli erwartungsgemäß keine Änderung der Korrelation, 
wiesen die leicht sklerosierten Glomeruli große Unterschiede zwischen den 
Behandlungsgruppen auf (Abb. 3.3.8 B&B‘). In der Kontrollgruppe fiel die Korrelation um ca. 
80% verglichen mit den bei OP entnommenen Nieren. Auch die mit ACE-Hemmern 
behandelte Gruppe wies einen starken Abfall der Korrelation der beiden Marker-
Expressionen um etwa 50% auf. Dagegen nahm die Korrelation in den mit niedrig dosiertem 
bzw. hoch dosiertem Erlotinib behandelten Tieren nur geringfügig ab (Abb. 3.3.8 B‘). 
Zusammengenommen mit den bisherigen Daten scheint die Inhibition des EGF-Rezeptors 
entgegen den bisherigen Annahmen die Migration der Parietalzellen von der Bowmanschen 
Kapsel auf das Kapillargeflecht zu blockieren. Gleichzeitig werden die Zellen, die bereits von 
der Kapsel migriert sind, ebenso wie die, die CD44 exprimieren und noch auf der 
Bowmanschen Kapsel sitzen, in einem aktivierten Zustand gehalten. 
 
 
Abb. 3.3.8: Korrelation glomerulären CD44- und Synaptopodin-Expression sowie des Vorfindens von 
Parietalzell-Matrix (LKIV) und Synaptopodin-Expression. (A&A’) Graphische Darstellung der Korrelation der 
Synaptopodin- und CD44-Expression für die untersuchten Glomeruli je nach Krankheitsgrad – exemplarisch für 
gesunde Glomeruli mit 100% Synaptopodin-Expression und 0% CD44 (A) und leicht sklerotischen Glomeruli mit 
75-99% der glomerulären Fläche positiv für Synaptopodin und 1-25% CD44-Expression (A’). Jeder Punkt steht 
dabei für die prozentuale Anzahl an Glomeruli, die entweder gesund (A) oder leicht sklerosiert (A’) waren, pro 
untersuchter Niere. Hierbei wurden alle Versuchsgruppen unabhängig ihrer Behandlung bzw. des Zeitpunktes der 
Nierenentnahme aufgetragen. (B&B’) Graphische Darstellung der prozentualen Änderung der Korrelation von 
Synaptopodin- und CD44-Expression über den Verlauf des Versuches und nach den unterschiedlichen 
Versuchsgruppen aufgetrennt – exemplarisch jeweils für gesunde Glomeruli (B) und leicht sklerosierte Glomeruli 
(B’). Für alle Graphen gilt: schwarze Linie entspricht der mit Vehikel-Lösung behandelten Negativkontrollgruppe 
(DMSO, N=5), blaue Linie entspricht der Positivkontrolle (ACE-Hemmer, N=5), grüne Linie entspricht der mit 
niedrig dosiertem Erlotinib behandelten Gruppe (N=6) und die rote Linie der mit hoch dosiertem Erlotinib 
behandelten Gruppe (N=6). 
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4 Diskussion 
4.1 Die Regeneration des proximalen Tubulus nach akuter 
Schädigung 
4.1.1 Die PEC-rtTA Maus markiert einzelne, verteilte Tubuluszellen spezifisch 
 
In den letzten Jahren wurden immer wieder einzelne, verteilte Tubuluszellen (scattered 
tubular cells, kurz STC) in humanen Nieren, aber auch in Tiermodellen, identifiziert, die sich 
morphologisch und/oder aufgrund der Expression bestimmter Proteine von den umgebenden 
Tubuluszellen unterschieden [165-167]. Besonders auffällig ist, dass diese Zellen in 
humanen Nieren eine große Menge an Parietalzell-spezifischen Markern exprimieren [165]. 
Daher schien auch die PEC-rtTA Maus, die spezifisch die parietalen Epithelzellen genetisch 
markiert [42], geeignet, um diese Tubuluszellpopulation zu untersuchen. 
Im Rahmen der Dissertation konnte die Eignung dieser Mauslinie zur Untersuchung der 
einzelnen, verteilten Tubuluszellen bestätigt werden. Neben den Parietalzellen wurden nach 
Induktion der Markierung auch einzelne Tubuluszellen miterfasst (Abb. 1.5 und Abb. 3.1.2). 
Zudem führte eine Schädigung der Tubuli, mittels Ischämie/Reperfusion, unilateraler 
Ureterobstruktion sowie des proteinurischen Krankheitsmodells, zu einer Zunahme der 
genetisch markierten Zellen im proximalen Tubulus (Abb. 3.1.3 – 3.1.5). Eine vergleichbare 
Vermehrung der STC im proximalen Tubulussegment wurde mehrfach in humanen Biopsien 
mit akuter Tubulusnekrose verzeichnet [165, 167, 181]. 
Diese Zunahme der einzelnen, verteilten Zellen wurde nicht nur in humanen Nieren 
beobachtet. In Rattenmodellen ergab eine Schädigung der Tubuli ebenfalls die vermehrte 
Expression STC-spezifischer Marker, wie beispielsweise Vimentin [135, 165, 182]. Vimentin 
ist auch einer der Marker, die in den STC in gesunden, wie auch geschädigten humanen 
Nieren exprimiert werden [165, 167, 181, 182]. Der Nachweis der STC im Mausmodell 
erweist sich als deutlich schwieriger. Es gibt zwar eine geringe Anzahl an Studien, die eine 
Vimentin Expression in geschädigten proximalen Tubuluszellen auch im Mausmodell 
detektierten [183-185]. Jedoch konnte kein Vimentin in den Tubuli im PEC-rtTA Mausmodell 
nachgewiesen werden, auch wenn die glomeruläre Vimentin Expression durchaus präsent 
war. Demnach scheinen methodische Probleme nahezu ausgeschlossen, wobei es sich 
durchaus um eine Frage des zu detektierenden Antigens und damit der Auswahl des 
Antikörpers handeln könnte. Nichtsdestotrotz wäre gerade Vimentin ein wichtiger Marker 
gewesen, um die in humanen Nieren erhobenen Befunde mit denen der PEC-rtTA Maus zu 
vergleichen. Insbesondere da die in humanen Nieren beschriebenen STC-Marker CD133 
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und CD24 in Mausnieren ein entweder unspezifisches Expressionsmuster des tubulären 
Bürstensaums (CD133) oder in der gesamten Niere gar keine Expression (CD24) aufwiesen. 
Auch wenn es sich bei CD133, CD24 und Vimentin um wichtige Marker zur Identifikation der 
einzelnen, verteilten Tubuluszellen handelt, existieren weitere spezifisch in dieser 
Tubuluszellpopulation exprimierte Proteine [165]. So exprimierten auch die von der PEC-rtTA 
Maus genetisch markierten Tubuluszellen nach akuter Schädigung die Marker SSeCKS und 
Annexin A3 (Abb. 3.1.17 und 3.1.18), die in humanen Nieren neben den STC auch in 
parietalen Epithelzellen gefunden wurden [165]. Weiterhin exprimierten die geschädigten 
murinen Tubuluszellen auch KIM-1 und CD44, die ebenfalls in den humanen STC detektiert 
werden konnten [165, 186]. Unabhängig von ihrer mechanistischen Bedeutung – auf die an 
anderer Stelle noch expliziter eingegangen wird – wies der Nachweis der Expression der 
erwähnten Marker verstärkt darauf hin, dass es sich bei den genetisch markierten 
Tubuluszellen um die gleiche Subpopulation an einzelnen, verteilten Tubuluszellen handelt, 
die in humanen Nieren identifiziert wurden. 
Die Tatsache, dass die STC von der Parietalzell-spezifisch markierenden Maus miterfasst 
werden und auch weitere Parietalzellmarker in diesen Zellen exprimiert werden, spricht 
dafür, dass beide Zelltypen vergleichbare transkriptionelle Programme durchlaufen. Diese 
scheinen es ihnen zu ermöglichen, schneller auf eine Schädigung zu reagieren und die 
Proliferation der geschädigten Zellen einzuleiten. 
Dafür spricht insbesondere, dass die Anzahl an genetisch markierten Zellen zunahm, bevor 
sich die Zellen teilten (Abb. 3.1.8). Da die BrdU-Gabe gleichzeitig mit der Doxyzyklin-Gabe 
erfolgte, war mit einer Detektion einer vergleichbaren Anzahl an genetisch markierten sowie 
BrdU-positiven Zellen zu rechnen. Allerdings trugen nach 25-33 Stunden weit mehr Zellen 
die genetische Markierung als BrdU eingebaut wurde. Zudem lag der Anteil an genetisch 
markierten Zellen mit inkorporiertem BrdU nach 25-33 Stunden bei ca. 4% und stieg auf fast 
17% nach 49-57 Stunden nach Ischämie/Reperfusion (I/R) an. Somit wird direkt nach der 
Schädigung im Zuge der Regeneration die genetische Markierung aktiviert, um vermutlich 
die Proliferation der Zellen vorzubereiten. Dass es dann auch diese genetisch markierten 
Zellen sind, die sich teilen, wird im Umkehrschluss deutlich. Betrachtet man die sich teilende 
Zellpopulation, tragen 49-57 Stunden nach Schädigung bis zu 85% der BrdU-positiven Zellen 
auch die genetische Markierung (Abb. 3.1.9). Vergleichbar damit exprimierten in humanen 
Nierenbiopsien mit akuter Tubulusnekrose ebenfalls bis zu 85% aller sich teilenden – in dem 
Falle Ki67-positiven – Zellen den STC-Marker CD24 [165]. Die durchflusszytometrische 
Analyse bestätigte die mittels Immunfluoreszenzfärbungen erhobenen Befunde. So zeigte 
sich eine Verdopplung des DNA-Gehaltes und damit eine Vorbereitung auf die Zellteilung 
hauptsächlich in den genetisch markierten Zellen im Gegensatz zu unmarkierten proximalen 
Tubuluszellen (Abb. 3.1.11 C&C‘). Auch dieser Befund deckt sich mit Ergebnissen von 
humanen Studien, in denen proximale Tubuluszellen isoliert und kultiviert wurden. Von den 
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kultivierten Zellen waren es ebenfalls die mit STC-Phänotyp, die ein stärkeres proliferatives 
Verhalten – verglichen mit STC-negativen, proximalen Tubuluszellen – aufwiesen [167, 181]. 
4.1.2 Einzelne, verteilte Tubuluszellen stellen keine Progenitoren dar 
 
Bisherige Studien sind sich darüber einig, dass die einzelnen, verteilten Tubuluszellen ein 
spezielles Markerexpressionsprofil sowie proliferatives Verhalten besitzen [135, 154-156, 
161, 165, 167, 181-183, 185-187]. Um die Bedeutung der Zellen und der Rolle, die sie 
während der Regeneration einnehmen, herrscht dagegen kontroverse Diskussion. So sehen 
einige Forschungsgruppen in ihnen eine intratubuläre Progenitorpopulation, die nach einer 
Schädigung aktiv wird, proliferiert und auf diese Weise das geschädigte Areal mit neuen 
Zellen besetzt [40, 41, 137, 155, 156, 158, 161, 167]. Diese Hypothese ist vergleichsweise 
neu, da schon frühzeitig vermutet wurde, dass die Erneuerung eines geschädigten Tubulus 
von überlebenden Epithelzellen übernommen wird, deren Teilung zum Ersatz der durch 
Schädigung abgestorbenen bzw. abgelösten Zellen führt [127-129]. So deuten verschiedene 
Studien auf eine Dedifferenzierung überlebender Epithelzellen nach Schädigung hin, die 
dann in der Lage sind, in den Zellzyklus einzutreten und zu proliferieren [163, 165, 183, 185, 
188, 189]. Auch die im Rahmen dieser Dissertation erhobenen Daten reihen sich in letztere 
Gruppe ein. Wie bereits im vorangegangenen Kapitel festgestellt werden konnte, eignet sich 
die PEC-rtTA Mauslinie dazu, die Rolle der einzelnen, verteilten Tubuluszellen bei der 
Regeneration zu klären: 1.) Die genetische Markierung wird unmittelbar nach der 
Schädigung aktiv und die markierten Zellen sind es, die dann proliferieren und 2.) deckt sie 
sich in hohem Maße mit der Expression der STC-Marker KIM-1, SSeCKS, Annexin A3 und 
CD44. Diese Untersuchungen beruhen alle auf dem Prinzip der fortwährenden Induktion der 
genetischen Markierung während der Regenerationsphase. Damit konnten alle Zellen erfasst 
werden, die das genetische Programm im Rahmen der Schadensreparatur aktivierten. Die 
Frage, ob es sich bei den STC nun um Progenitoren handelt, konnte auf diesem Weg nicht 
eindeutig geklärt werden. 
Ein erster Hinweis darauf, dass die STC keine Progenitorfunktion einnehmen, ergibt sich aus 
dem Umstand der überaus schnellen und starken Zunahme ihrer Anzahl innerhalb der ersten 
24 Stunden nach ischämischer Schädigung (Abb. 3.1.8). Wenn dieser Anstieg der STC auf 
einer Teilung schon markierter Zellen während der Regeneration beruhen würde, müsste die 
Proliferation der sehr vereinzelt und verteilt vorkommenden Zellen überaus schnell erfolgen. 
Der Wiedereintritt ruhender Progenitoren in den Zellzyklus und der Ersatz ganzer Tubulus- 
abschnitte durch ihre Zellteilung sollte mehr Zeit in Anspruch nehmen. Dies zeigte sich 
besonders in Ratten, die einer Schädigung mittels Bleiacetat-Gabe unterzogen wurden [189]. 
Im Gegensatz zu Kontrolltieren zeigte sich durchaus ein beschleunigter Wiedereintritt in den 
Zellzyklus, allerdings war die Anzahl der in G1-Phase befindlichen Zellen 36 Stunden nach 
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Schädigung verglichen mit der Anzahl genetisch markierter Zellen der I/R geschädigten 
PEC-rtTA Mäuse überaus gering. Die Rattenstudie wies darauf hin, dass die schnelle 
Regeneration geschädigten Gewebes über eine Reserve an in der G1-Phase befindlichen 
Zellen erfolgt [189]. Mit Blick auf die vorliegenden Ergebnisse dieser Dissertation erscheint 
dagegen die de novo Aktivierung bestimmter genetischer Programme, die der überlebenden 
Zelle die Vorbereitung zur Proliferation und Redifferenzierung ermöglichen wahrscheinlicher. 
Zudem findet vermutlich ein Austausch von Signalen zwischen geschädigten, bereits 
aktivierten (genetisch markierten) Zellen und umgebenden überlebenden und/oder weniger 
stark geschädigten Zellen statt. Dieser führt dann zu einer schnellen und umfassenden 
Regeneration des gesamten verbliebenen Tubulusepithels. Dafür spricht insbesondere der 
leichte, aber signifikante Anstieg an genetisch markierten Zellen ebenso wie die Zunahme 
der Proliferation dieser Zellen in der ungeschädigten kontralateralen Niere (Abb. 3.1.11 C’ 
und Abb. 3.1.12). Innerhalb von lediglich 56 Stunden reagierte die gesunde Niere auf den 
ischämischen Schaden mit einer de novo Aktivierung der genetischen Markierung. 
Bei diesen zusätzlichen Beobachtungen handelt es sich allerdings nur um Indizien dafür, 
dass die STC keine Progenitorpopulation darstellen. Um die Frage nach der Rolle der STC 
während der Schadensreparatur zu klären, wurden zwei Versuchsgruppen von PEC-rtTA 
Mäusen einer Ischämie/Reperfusion unterzogen. Dabei wurde die genetische Markierung in 
der einen Gruppe während der Regenerationsphase induziert, die damit als Kontrolle diente. 
Die andere Gruppe hingegen erhielt das Doxyzyklin zur Induktion der Markierung vor der und 
zudem mit zeitlichem Abstand zur Schadenssetzung. Wäre in dieser Gruppe ebenfalls ein 
Anstieg an genetisch markierten Zellen zum Ende des Versuchs – 21 Tage nach I/R – zu 
beobachten, hätte das für eine Progenitorfunktion der STC gesprochen. Allerdings trat dieser 
Fall nicht ein, stattdessen blieb es bei der Detektion vereinzelter und verteilter genetisch 
markierter Tubuluszellen (Abb. 3.1.21 C & D). Dass der Versuch an sich erfolgreich verlief, 
zeigte sich an der gleichstarken Schädigung der Nieren zwischen den Versuchsgruppen 
(Abb. 3.1.21. B) und dem bereits beobachteten Anstieg genetisch markierter Zellen bei 
dauerhafter Induktion der Markierung während der Regenerationsphase (Abb. 3.1.21 C & D). 
Diese Befunde konnten zudem in umgekehrter Weise von Kusaba et al. mit Hilfe der 
transgenen, Tamoxifen-abhängig induzierbaren SLC34a1-CreERT2 Maus bestätigt werden 
[185]. SLC34a1 ist ein Natrium-abhängiger Phosphattransporter, der spezifisch in 
ausschließlich differenzierten proximalen Tubuluszellen exprimiert wird [190]. Dass eine 
Zellteilung auch ohne Dedifferenzierung möglich ist, konnte bereits in gesunden Ratten 
gezeigt werden. Dabei wurde mittels Elektronenmikroskopie die Proliferation von proximalen 
Epithelzellen ohne den Verlust des Bürstensaums und ohne weitere zelluläre 
Veränderungen, die auf eine Dedifferenzierung schließen lassen würden, festgestellt. Diese 
Studie beinhaltete jedoch nur den normalen Zell-Turnover in gesunden Tieren und während 
der späten renalen Entwicklung [153]. Die Untersuchung der Regeneration mit Hilfe der 
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SLC34a1-CreERT2 Maus sollte hingegen Aufschluss über die regenerativen Fähigkeiten 
ausdifferenzierter Zellen nach akuter Schädigung geben [185]. Die genetische Markierung 
der differenzierten Tubuluszellen erfolgt in diesem Modell dosisabhängig. Damit ließen sich 
zwei Versuche durchführen. Im ersten Versuch wurden die Mäuse mit geringer 
Tamoxifendosis behandelt und dadurch nur vereinzelte, differenzierte Tubuluszellen 
genetisch markiert. Anschließend wurden die Tiere einer Ischämie/Reperfusion unterzogen. 
Nach der Regeneration der geschädigten Niere konnten vermehrt Cluster aus genetisch 
markierten Zellen festgestellt werden. Die Anzahl der markierten Zellen von zwei bis fünf pro 
Cluster deutete auf eine Rate von ein bis drei Zellteilungen der Elternzelle hin. Zudem 
entsprach die durchschnittliche Anzahl an Clustern genetisch markierter Zellen dem Grad 
der Schädigung. Somit schienen differenzierte Zellen durchaus in der Lage zu proliferieren 
und das geschädigte Areal zu reparieren – ohne den Einsatz einer intratubulären 
Progenitorpopulation. Für den zweiten Versuch wurden die Tiere mit einer höheren Dosis 
Tamoxifen behandelt, was zu einer Markierung nahezu aller differenzierten Tubuluszellen 
führte. Sollten nun nicht markierte Progenitorzellen zur Regeneration nach Setzung des 
ischämischen Schadens beitragen, hätte man eine Verdünnung der genetischen Markierung 
beobachten müssen. Die regenerierten Nieren zeigten jedoch keine signifikante Änderung 
der Anzahl an markierten Tubuluszellen im Vergleich mit ungeschädigten Nieren [185] 
(Abb. 4.1 A). Diese Ergebnisse deuten einmal mehr daraufhin, dass keine intratubuläre 
Progenitorpopulation existiert und die geschädigten Tubulusbereiche durch überlebende, 
ausdifferenzierte Epithelzellen regeneriert werden. Allerdings ist es möglich, dass die 
SLC34a1-CreERT2 Maus dennoch mögliche Progenitorzellen miterfasst. An der Stelle 
knüpfen wiederum die im Rahmen dieser Dissertation erstellten Ergebnisse an. Denn die 
PEC-rtTA Maus markiert genau die Zellen genetisch, die am ehesten als Progenitoren 
vermutet werden – die STC. Mit Hilfe von Experimenten zur Verfolgung der irreversibel 
genetisch markierten STC ergab sich, dass die einzelnen, verteilten Tubuluszellen, die von 
der PEC-rtTA Maus miterfasst werden, keine Progenitoreigenschaften besitzen (Abb. 3.1.21 
und Abb. 4.1 B). 
Bei den STC handelt es sich dennoch um eine vom normalen, vollständig ausdifferenzierten 
Epithel abzugrenzende Entität. Allerdings basiert dies vornehmlich auf der Änderung der 
transkriptionellen Aktivität der Zellen, da sie sich – zumindest im Mausmodell – 
ultrastrukturell nicht sonderlich von den umgebenden unmarkierten Tubuluszellen 
unterschieden (Abb. 3.1.1). Somit sind vielmehr alle Zellen in der Lage den STC-Phänotyp 
anzunehmen. Diese Plastizität macht es den Zellen möglich, schnell und umfassend auf eine 
Schädigung zu reagieren. Wie genau die Zellen aber in den STC-Phänotyp übergehen, muss 
noch genauer untersucht werden. Im kommenden Kapitel sollen mögliche Mechanismen, die 
nötig sind, um den STC-Phänotyp hervorzurufen und die Zellen zu aktivieren ebenso die 
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Frage, wie die Plastizität der Tubuluszellen auch von medizinischem Nutzen sein kann, 
diskutiert werden. 
 
 
Abb. 4.1: Vergleich zweier sich ergänzender Studien zur Klärung der Frage, ob intratubuläre Progenitoren 
den Tubulus nach akuter Schädigung regenerieren. (A) Untersuchung der tubulären Regeneration mit Hilfe 
der SLC34a1-CreERT2 Maus durch Kusaba et al. [185] (B) Untersuchung der tubulären Regeneration mit Hilfe der 
PEC-rtTA Maus im Rahmen dieser Dissertation. Abbildungen in englischer Sprache bereits veröffentlicht [21]. 
 
4.1.3 Mechanistische Funktionen der STC Marker und deren mögliche 
therapeutischen Einflüsse 
 
Bislang wurden die einzelnen, verteilten Tubuluszellen in humanen, wie auch Ratten- und 
Mausnieren identifiziert und hinsichtlich ihres Expressionsprofils sowie ihrer 
Proliferationsfähigkeit untersucht. Auch wenn die STC bis zu einem gewissen Grad schon 
charakterisiert wurden, bleiben sie ein interessanter Forschungsgegenstand. 
Einige Ansatzpunkte für nachfolgende Untersuchungen sind mit den bereits identifizierten 
STC-Markern gegeben. Diese wirken an den unterschiedlichsten Orten und auf 
verschiedenste Weisen. So gehört Annexin A3 zu einer Gruppe von Kalzium-abhängigen 
phospholipid- und membranbindenden Proteinen, die im Zytoplasma in löslicher Form oder 
assoziiert mit Zytoskelettkomponenten sowie Proteinen, die Interaktionen zwischen Zelle und 
der umgebenden extrazellulären Matrix vermitteln, vorkommen [191]. Davon zeugte auch in 
dieser Studie das Lokalisationsmuster in den geschädigten Tubuluszellen. Hier wurde 
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Annexin A3 im gesamten Zytoplasma, soweit ersichtlich, entlang der Zellmembran und oft 
auch im Bürstensaum der proximalen Tubuluszellen detektiert (Abb. 3.1.17). Annexin A3 
wird eine Rolle bei der Tumorsuppression, aber auch bei der Tumorentstehung sowie der 
Metastasierung und Medikamentenresistenz zugesprochen [191]. Die damit verbundenen 
molekularen Eigenschaften des Proteins könnten für das Tubulusepithel eine schützende 
Funktion bei akuter Schädigung bedeuten. Möglicherweise hilft es, überlebende 
Tubuluszellen vor der Einleitung der Apoptose zu bewahren, ebenso wie deren Zellteilung 
anzuregen. 
Ähnliche Funktionen sind auch für den STC-Marker SSeCKS denkbar. SSeCKS gehört zur 
Gruppe der A-Kinase-Ankerproteine, weswegen es unter anderem auch als AKAP12 
bezeichnet wird und ein zytoplasmatisches Stützprotein ist, welches mit einer Reihe 
wichtiger Signalproteine interagiert. Zudem besitzt es neben einer Tumorsuppressorfunktion 
auch die Eigenschaft, als Zellzyklusregulator zu fungieren. So verhindert es in gesunden 
Zellen das Weiterlaufen eines fehlerhaften Zellzyklus und fördert die Fertigstellung von 
Mitose und der letztendlichen Zellteilung [192]. In den parietalen Epithelzellen wurde die 
Funktion von SSeCKS bereits näher untersucht. Es wurde beobachtet, dass SSeCKS mit 
dem Zellzyklus regulierenden Protein Cyclin D1 interagiert. Auf diesem Weg stellt es sicher, 
dass die Parietalzellen nicht übermäßig proliferieren. Die Abwesenheit von SSeCKS – durch 
SSeCKS-Knockout in transgenen Mäusen – führte zu einer starken Vermehrung der 
parietalen Epithelzellen und damit einhergehend der Bildung sklerotischer Läsionen in den 
Glomeruli. Zudem resultierte eine Inhibition der Zell-Zellkontakte von kultivierten 
Parietalzellen in einer gesteigerten SSeCKS-Expression, welche dann eine Translokation 
von Cyclin D1 in den Zellkern verhinderte [193]. Aufgrund der mutmaßlich ähnlichen 
transkriptionellen Programme von einzelnen, verteilten Tubuluszellen und parietalen 
Epithelzellen wäre eine vergleichbare Funktion von SSeCKS auch im regenerierenden 
Tubulus denkbar. Interessanterweise trat eine hohe Expression von SSeCKS in den 
besonders stark geschädigten, genetisch markierten Tubuluszellen und damit auch häufiger 
in den chronischen Schadensmodellen auf (Abb. 3.1.18). Aber gleichzeitig waren es die 
genetisch markierten Tubuluszellen, die stark proliferierten. Gleichwohl sind zwar bis zu 85% 
der proliferierenden Zellen genetisch markiert, aber der Anteil der genetisch markierten 
Zellen, der sich in der Mitose-Phase befand, lag bei lediglich bis zu 17%. Der Teil, der Zellen, 
der nur die genetische Markierung aufwies, beinhaltete vermutlich nicht nur die Zellen, die 
sich auf den Eintritt in den Zellzyklus vorbereiteten, sondern auch jene, die den 
programmierten Zelltod einleiteten. Möglicherweise dient SSeCKS in diesen Zellen zur 
Abwendung der Apoptose und zur Stabilisierung metabolischer wie proliferativer Prozesse. 
Analysen in embryonalen Fibroblasten von SSeCKS-defizienten Mäusen ergaben eine 
Verhinderung der Zellseneszenz über die Abschwächung der Funktion der 
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Proteinkinase C ?/? (PKC?/?) durch SSeCKS und damit auch die Unterdrückung der 
onkogenen Transformation der Zellen [194]. 
Auch die Expression von CD44 wurde hauptsächlich in den am stärksten geschädigten 
Tubuluszellen und fast ausschließlich in der UUO und dem Proteinurie-Modell detektiert 
(Abb. 3.1.19). Bei CD44 handelt es sich um einen Korezeptor des Hepatozyten-
Wachstumsfaktor-(engl. hepatocyte growth factor, kurz HGF) Rezeptors, auch c-Met 
genannt. Nach akuter Schädigung wurde eine Hochregulation der c-Met Expression 
festgestellt. Die Aktivierung des Rezeptors über seinen Liganden HGF vermittelte dann die 
Inaktivierung pro-apoptotischer sowie die Aktivierung anti-apoptotischer Faktoren [195, 196]. 
CD44 ist nur einer von vielen Korezeptoren bzw. Proteinen, mit denen c-Met assoziieren und 
eine Bandbreite an Signalwegen kontrollieren kann [197]. Daher kann der anti-apoptotische 
Effekt auch schon im akuten Modell über andere Signalwege vermittelt werden, worauf auch 
die bereits häufiger beschriebene schnelle Aktivierung des c-Met-Signalweges nach akuter 
Schädigung hindeutet [195, 198]. CD44 spielt dabei offensichtlich eine geringere Rolle, 
sondern kommt erst zu einem späteren Zeitpunkt bzw. abhängig von der Stärke des 
Schadens zum Einsatz (Abb. 3.1.19). Welche Funktion genau CD44 bei der Regeneration 
des Tubulusepithels einnimmt, können nur weitergehende Untersuchungen klären. 
Auch die Rolle des Markers KIM-1 bedarf weiterer Analyse. Der Name kidney injury 
molecule 1 leitete sich eben daher ab, dass eine verstärkte Expression des Proteins in 
geschädigten Tubulusepithelzellen nachgewiesen wurde. Besonders die frühe Expression 
von KIM-1 und seine Detektierbarkeit über den Urin – sogar bevor andere 
Nierenfunktionswerte auf eine Schädigung hinweisen – machen KIM-1 zu einem potentiellen 
(Urin-)Biomarker zur Diagnose der akuten Nierenschädigung im menschlichen Patienten 
[186]. Allerdings deutet die genetische Markierung von bis zu 85% der KIM-1 exprimierenden 
Tubulusepithelzellen nach akuter Schädigung auf eine mechanistische Rolle von KIM-1 bei 
der Regeneration hin (Abb. 3.1.13 und Abb. 3.1.15 D). KIM-1 gehört zur Gruppe der Typ I 
Transmembranglykoproteine, besitzt neben der Transmembran-Domäne eine C-terminale 
zytoplasmatische Domäne, welche ein Tyrosinkinasephosphorylierungsmotiv besitzt, gefolgt 
von der extrazellulär lokalisierten Mucin-Domäne und der N-terminalen Immunglobulin 
variablen Region (IgV)-ähnlichen Domäne. Letztere enthält zudem eine Phosphatidylserin-
bindende Tasche. Phosphatidylserin ist Bestandteil der Zellmembran und normalerweise in 
der inneren Membranseite lokalisiert. Sobald eine Zelle in Apoptose geht, kommt es zu einer 
Umverteilung und einer Präsentation des Phosphatidylserins auf der äußeren Membranseite. 
Auf diesem Weg können apoptotische Zellen von Makrophagen erkannt und internalisiert 
werden [199]. Konform damit sind auch KIM-1 tragende Epithelzellen aufgrund der 
Eigenschaften des Phosphatidylserin-bindenden Rezeptors in der Lage, apoptotische Zellen 
zu phagozytieren und damit die schnelle Beseitigung absterbender Zellen zu 
unterstützen [175]. Die Aufnahme der apoptotischen Zellen bringt zudem der überlebenden, 
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metabolisch wie proliferativ aktiven Tubuluszelle möglicherweise zusätzliche Bausteine, wie 
verschiedene Proteine, Aminosäuren, Nukleotide und Lipide, die sie direkt zur Regeneration 
des geschädigten Epithels einsetzen kann. 
Dies sind nur verschiedene Ansatzpunkte der molekularbiologischen Mechanismen, die zur 
Regeneration des geschädigten Tubulusepithels beitragen und mit Hilfe der PEC-rtTA Maus 
in Zukunft näher untersucht werden können. Weiterhin müssen die Mechanismen, die nötig 
sind, um STC zu aktivieren bzw. ihren Phänotyp hervorzurufen, ebenso wie die Rolle, die sie 
in gesunden wie geschädigten Nieren spielen, genauer beleuchtet werden. Interessant dabei 
ist vor allem die Tatsache, dass bei Schädigung der linken Niere eine Reaktion der 
gesunden, rechten Niere in Form der Zunahme an genetisch markierten STC einhergehend 
mit einer erhöhten proliferativen Aktivität dieser Zellen detektiert wurde (Abb. 3.1.11 C’ und 
Abb. 3.1.12). Dies entspricht dem mehrfach beobachteten Phänomen der ischämischen 
Präkonditionierung. Dabei wird ein ischämischer Schaden am selben oder einem anderen 
Organ (Fern-Präkonditionierung) gesetzt, bevor es zu einem Eingriff kommt, der 
bekanntermaßen häufig mit einer akuten Nierenschädigung einhergeht, wie z.B. operative 
Eingriffe am Herzen oder der Blutgefäße, Nierentransplantationen oder Kontrastmittelgaben 
bei Herzpatienten [71]. Verschiedene Tierstudien belegten, dass die Nieren vor akuten 
Schädigungen geschützt und die Nierenfunktionen nach dem eigentlichen Eingriff schneller 
wiederhergestellt waren, wenn eine ischämische Präkonditionierung entweder an der Niere 
selbst oder an anderen Organen, wie Leber, Dünndarm oder den Hinterläufen vorgenommen 
wurde [200-205]. Derartig klare Ergebnisse konnten in klinischen Studien im menschlichen 
Patienten nicht erreicht werden. Entweder wurde eine Verbesserung der Nierenfunktion 
durch vorhergehende ischämische Präkonditionierung erreicht oder es konnte keinerlei 
Einfluss einer solchen auf die Ausbildung akuter Nierenschäden ausgemacht werden [206-
208]. Auch wenn nicht jede klinische Studie einen positiven Effekt der Präkonditionierung 
ergab, so konnten auch keinerlei bleibenden Schäden, Nebenwirkungen oder negativen 
Auswirkungen auf die Nieren und ihre Funktion festgestellt werden, weshalb am Konzept der 
ischämischen Präkonditionierung vor kritischen Eingriffen festgehalten wird [71]. Die 
Untersuchung der molekularen Mechanismen, auf denen die Präkonditionierung im Falle 
kardiologischer Eingriffe beruht, ergab die Beteiligung einer Reihe an 
Signaltransduktionswegen und Rezeptoren bzw. wichtiger Signalmoleküle, wie z.B. den 
Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-Kinase-Signalweg, den Phospatidylinositol-3-Kinase 
(PI3K)/Akt-Weg, den JAK/STAT-Weg, Proteinkinase C (PKC) und viele mehr [209]. Als 
Aktivatoren der Signalwege bzw. Mediatoren dieser konnten unter anderem Bradykinin, 
Opioide, Adenosin, Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 
ausgemacht werden [71, 209]. Ob diese Faktoren und Signalwege ebenfalls an der 
schützenden Präkonditionierung der Nieren beteiligt sind, ist noch nicht abschließend 
geklärt. Beispielsweise ergab die Blockade des Adenosin-Rezeptors zusätzlich zur 
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ischämischen Präkonditionierung an den Hinterläufen von Ratten keine Reduktion des 
positiven Effektes auf die akute Nierenschädigung [204]. Eine Wiederholung der I/R-
Experimente mit der PEC-rtTA und des Vergleichs mit gesunden Kontrolltieren, wie im 
Rahmen dieser Dissertation durchgeführt und in Kapitel 3.1.3.4 beschrieben, mit 
nachfolgender Transkriptom-Analyse der STC könnte neue Erkenntnisse über wichtige 
Mediatoren der Präkonditionierung liefern. Interessante Kandidaten zur Vermittlung der 
Präkonditionierung sind dabei die Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren. So konnte 
bereits vor einigen Jahren festgestellt werden, dass das Einbringen eines HGF-
Expressionsvektors in Mäuse vor der Induktion eines akuten Nierenschadens einen 
schützenden Effekt auf die renale Funktion der Tiere hatte [210]. Zudem führte ein 
Verbrennungstrauma in Ratten zu einem signifikanten Anstieg der HGF-Expression in den 
Nieren und weiteren Organen. Dabei lag das HGF in den Nieren bereits nach kurzer Zeit in 
seinem aktiven Zustand vor, so dass es direkt seine Wirkung entfalten konnte [211]. Da die 
vermehrten STC der geschädigten Niere CD44, einen Korezeptor des HGF-Rezeptors, 
exprimieren (Abb. 3.1.19), scheint auch bei der ischämischen Schädigung die verstärkte 
Sezernierung von HGF möglich. Die Expression von HGF und/oder anderen 
Wachstumsfaktoren bzw. Mediatoren in der geschädigten, linken Niere als Reaktion auf den 
Schaden, welches dann zur gesunden, rechten Niere über den Blutkreislauf gelangt und dort 
den Übergang der Tubulusepithelzellen zum STC-Phänotyp katalysiert, wäre demnach 
durchaus denkbar und bedarf weiterer Untersuchungen. Die PEC-rtTA Maus eignet sich 
besonders gut, um diese mechanistischen Möglichkeiten zu analysieren. So können 
Transkriptomanalysen der genetisch markierten Zellen im Vergleich mit unmarkierten 
Tubuluszellen vor und nach der Schädigung Aufschluss über hoch- bzw. herunterregulierte 
Signalwege geben. Diese können dann auf therapeutische Eingriffsmöglichkeiten und 
diagnostische Biomarker hin durchsucht werden. 
Die PEC-rtTA Maus dient aber nicht nur zur Untersuchung der regenerativen Fähigkeiten 
des Tubulus, sondern auch der parietalen Epithelzellen. Parietale Epithelzellen werden 
häufig als glomeruläre Progenitoren gehandelt. Im Rahmen dieser Dissertation wurde 
deutlich, dass die mit den Parietalzellen offensichtlich transkriptionell verwandten genetisch 
markierten Tubuluszellen keine Progenitorpopulation darstellen. Welche Funktion üben dann 
die parietalen Epithelzellen im Glomerulus aus und besitzen diese Zellen wirklich 
regeneratives Potential? Dieses Thema wird im zweiten Teil dieser Doktorarbeit bearbeitet. 
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4.2 Das regenerative Potential parietaler Epithelzellen 
 
Bereits im Jahre 2009 konnte in einer vorangegangenen Studie gezeigt werden, dass 
parietale Epithelzellen währen der späten renalen Entwicklung in juvenilen Mäusen auf das 
Kapillarkonvolut migrieren und dort zu Podozyten transdifferenzieren [42]. Häufig werden 
während regenerativer Prozesse Signalwege reaktiviert, die für die Entwicklung eines 
Organs bzw. des Organismus essentiell sind. Daher wurde auch die Migration und 
Differenzierung der Parietalzellen während der Entwicklung als ein Zeichen ihrer möglichen 
Rolle als Progenitoren interpretiert. Dazu passten auch die Befunde anderer Studien, in 
denen CD133- und CD24-positive Parietalzellen isoliert wurden und nach Injektion in 
immundefiziente Mäuse, die an akutem Nierenversagen litten, ebenso wie in Mäuse, bei 
denen mittels Adriamycin eine Nephropathie induziert wurde, zur Regeneration beitrugen 
[41, 43]. Des Weiteren wurde durch die Induktion von glomerulären Erkrankungen in Maus- 
wie Rattenmodellen eine de novo Expression von Podozytenmarkern in parietalen 
Epithelzellen hervorgerufen [212]. Ebenso wurde im Rattenversuch beobachtet, dass 
Parietalzellen während der Alterung proliferierten und auch podozytäre Marker exprimierten. 
Allerdings nahm die Anzahl der parietalen Epithelzellen nicht in dem Maße zu, wie 
Podozyten mit zunehmendem Alter verloren gingen [213]. Es konnte bislang nicht 
abschließend geklärt werden, ob diese Zellen wirklich zu einer Regeneration im Glomerulus 
fähig sind. Auch für diese Fragestellung eignete sich das PEC-rtTA Mausmodell besonders 
gut, da es spezifisch die als intraglomeruläre Progenitorzellen vermuteten parietalen 
Epithelzellen genetisch markiert, die sich somit verfolgen lassen. Mit diesem System ließ 
sich die Migration der markierten Parietalzellen auf das Kapillargeflecht während der späten 
renalen Entwicklung nachvollziehen [42] und nun sollte im adulten Tier untersucht werden, 
ob die markierten Parietalzellen nach Schädigung der Niere verlorene Podozyten ersetzen. 
 
4.2.1 Parietale Epithelzellen ersetzen keine verlorenen Podozyten im adulten 
Organismus 
 
Die Wahl des Schädigungsmodells fiel im Rahmen dieser Dissertation vorrangig auf 
Hypertrophie-Modelle, was mehrere Gründe hatte. Zum einen bestand die Gefahr, dass eine 
Toxin-induzierte Schädigung, wie beispielsweise durch Adriamycin oder Puromycin, auch 
Einfluss auf die für eine Regeneration nötigen Signalwege und metabolischen Prozesse der 
regenerierenden Zellen haben könnte. Die Induktion einer renalen bzw. glomerulären 
Hypertrophie mittels Verminderung der Nierenmasse durch Uni- und 5/6-Nephrektomie 
beruht dagegen rein auf einer nicht-toxischen Schädigung bzw. Erzeugung physiologischer 
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Beeinträchtigung. Zum anderen wurde beobachtet, dass ein glomerulärer Podozytenverlust 
von über 20% zu der Entwicklung glomerulosklerotischer Erkrankungen führt [179, 214]. 
Allerdings wurde bei Ausbildung einer sklerotischen Läsion die Migration von Parietalzellen 
von der Bowmanschen Kapsel auf das Kapillarkonvolut festgestellt. Die migrierten 
Parietalzellen lagern zudem Matrix auf dem betroffenen Kapillargeflechtsabschnitt ab und 
scheinen eher eine negative Rolle bei der Entstehung der Glomerulosklerose zu spielen [88]. 
Diese Befunde konnten im Rahmen dieser Arbeit nochmals bestätigt werden (Abb. 3.2.4). 
Zusätzlich sind viele Erkrankungen im Menschen, wie Adipositas, chronische 
Nierenerkrankungen, Diabetes und Bluthochdruck, mit einer gesteigerten glomerulären 
Filtrationsrate verbunden. Um diese gesteigerte Menge an zu filtrierendem Blut 
kompensieren zu können, kommt es dann zu einer Hypertrophie – erst des Podozyten, 
später des gesamten Glomerulus und letztlich des gesamten Nephrons [215, 216]. Eine 
leichte Schädigung sollte ausreichenden Stimulus geben, um die Parietalzellen zum 
Ausführen regenerativer Prozesse anzuregen. Beide Schadensmodelle, Uni- sowie 
5/6-Nephrektomie, riefen eine glomeruläre Hypertrophie und einen tendenziellen 
Podozytenverlust (im Falle der 5/6 Nx) hervor, die allerdings nicht zu einer Migration 
genetisch markierter Parietalzellen auf das Kapillarkonvolut führte (Abb. 3.2.2). Sobald ein 
stärkerer Stimulus gesetzt und die Hypertrophie sowie der Podozytenverlust verstärkt wurde, 
wurden Parietalzellen aktiv und verließen ihren Platz auf der Bowmanschen Kapsel 
(Abb. 3.2.3 und Abb. 3.2.4). Dazu kam die de novo Expression des Markers CD44, der eine 
Rolle in der Aktivierung der Parietalzellen spielte (Abb. 3.2.4). Das Modell der 
5/6-Nephrektomie mit zusätzlicher DOCA/Salz-Behandlung generiert eine fokale segmentale 
Glomerulosklerose (FSGS), bei der nicht alle Glomeruli von einer Sklerose betroffen sind 
(fokal). Diese morphologisch unauffälligen Glomeruli sind besonders interessant, da sie eine 
starke Hypertrophie und relative Podozytopenie aufweisen, letztere aber noch knapp unter 
der Grenze an dem zur Ausbildung sklerotischer Läsionen nötigen Podozytenverlust lag und 
somit hier am ehesten eine Regeneration durch die parietalen Epithelzellen erwartet wurde. 
Aber auch in diesen gesunden, stark hypertrophierten Glomeruli konnte keine Migration der 
genetisch markierten Zellen detektiert werden (Abb. 3.2.4 D). Diese Befunde wurden von 
einer unabhängigen Studie, welche mittels durchflusszytometrischer Analysen den 
Podozyten-Turnover während der Alterung und nach Hypertrophie (UNx) ermittelte, bestätigt 
[217]. 
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4.2.2 Existenz einer Podozytenreserve auf der Bowmanschen Kapsel 
während der späten renalen Entwicklung 
 
Einzig in juvenilen Mäusen konnte auch im Rahmen dieser Dissertation eine Migration 
genetisch markierter Parietalzellen von der Bowmanschen Kapsel auf das Kapillargeflecht im 
Zuge der späten renalen Entwicklung beobachtet werden (Abb. 3.2.6 bis Abb. 3.2.8). Damit 
konnten die bereits im Jahr 2009 publizierten Daten bestätigt werden [42]. Allerdings warf 
das die Frage auf, warum dieses Phänomen nur rein auf juvenile Mäuse beschränkt ist. Um 
das zu klären, war das zusätzliche Reportergen der PEC-rtTA/H2B-eGFP Maus hilfreich. 
Dadurch wurden verbesserte Immunfluoreszenzfärbungen möglich, die offenbarten, dass im 
noch nicht vollständig entwickelten Glomerulus die Parietalzellen auf der Kapsel – besonders 
jene, die nahe am vaskulären Pol lagen – Podozytenmarker exprimierten (Abb. 3.2.6 A und 
Abb. 3.2.8 A). Diese Zellen sind im ausgewachsenen Tier nahezu komplett von der Kapsel 
verschwunden, lediglich die transitionellen Zellen am Übergang von Kapsel und 
Kapillargeflecht bleiben positiv für parietale und podozytäre Marker (Abb. 3.2.6 B und 
Abb. 3.2.8 B). Betrachtete man die späte renale Entwicklung in juvenilen Pod-rtTA Mäusen, 
die die Podozyten spezifisch genetisch markieren, waren ebenfalls genetisch markierte 
Zellen auf der Bowmanschen Kapsel sichtbar (Abb. 3.2.9). Somit konnte ausgeschlossen 
werden, dass es sich bei den Podozytenmarker exprimierenden Parietalzellen um ein 
Artefakt der Färbemethodik handelte. Diese parietalen Podozyten sind aber kein 
mausspezifisches Phänomen, sondern waren auch in jungen, humanen Nieren 
verschiedener Altersstufen detektierbar (Abb. 3.2.10 bis Abb. 3.2.12). Mit zunehmendem 
Alter der humanen Nieren nahm auch die Anzahl der Glomeruli, bei denen diese Zellen auf 
der Kapsel lokalisiert waren, ab (vgl. Abb. 3.2.12 mit Abb. 3.2.10). Dass dies ein Effekt der 
Hypertrophie ist, unterstützte die Beobachtung, dass auch in den sich noch entwickelten 
murinen Nieren die schon größeren juxtamedullär gelegenen Glomeruli im Gegensatz zu den 
kleineren, noch nicht voll ausgeprägten kortikalen Glomeruli kaum noch parietale Podozyten 
auf der Kapsel vorzuweisen hatten. Mit diesen Befunden ließen sich auch die Ergebnisse der 
vorangegangenen Studie neu interpretieren. Noch bevor die Ausbildung der 
Kapillarschlingen vollendet ist, warten Zellen auf der Bowmanschen Kapsel, deren Schicksal 
bereits entschieden ist. Diese sollen auf das Kapillargeflecht wandern und zu Podozyten 
differenzieren, noch besteht aber kein ausreichender Platz für sie auf dem Kapillarkonvolut. 
Erst mit der Hypertrophie der Glomeruli aufgrund des Wachstums der Niere rücken diese 
Zellen nach und können vollständig ausdifferenzieren (Abb. 4.2). Eine frühere Studie von 
humanen Nieren beobachtete ebenfalls diese parietalen Podozyten in den verschiedenen 
Entwicklungsstadien von Glomeruli entlang der Bowmanschen Kapsel [218]. Zudem konnte 
in einer aktuellen humanen Biopsiestudie ermittelt werden, dass aus der im Rahmen dieser 
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Arbeit näher analysierten podozytären Reservepopulation 20-25% des finalen 
Podozytenreservoirs im ausgewachsenen Zustand stammen [219]. Auch sind parietale 
Podozyten nahe des vaskulären Pols in gesunden erwachsenen Glomeruli in der 
Vergangenheit beschrieben und elektronenmikroskopisch sowie auf ihre Expressionsprofile 
hin untersucht worden [218, 220, 221]. Diese Podozytenreserve ist im Erwachsenenalter 
schnell erschöpft. Sobald dann eine übermäßige Hypertrophie der Nierenmasse, 
beispielsweise bei Adipositas, zu einer Vergrößerung des Glomerulus führt, ist ab einem 
gewissen Punkt die Anzahl an vorhandenen Podozyten zu niedrig, um die Fläche der 
Kapillarmembranen zu bedecken und eine krankhafte Veränderung des Glomerulus ist 
vorprogrammiert [215, 216]. 
 
 
Abb. 4.2: Neue Interpretation der These, dass Parietalzellen als podozytäre Progenitoren dienen. Anhand der im 
Rahmen der Dissertation erhobenen Daten konnte eine Markierung der bereits zu Podozyten prädestinierten 
parietalen Epithelzellen, die noch auf der Bowmanschen Kapsel warten, festgestellt werden. Mit dem Wachstum 
des Glomerulus und der damit einhergehenden Hypertrophie migrieren die wartenden parietalen Podozyten auf 
das Kapillargeflecht. Dort differenzieren sie vollständig zu Podozyten aus. Abbildung bereits zum Teil in 
englischer Sprache veröffentlicht [168]. 
 
4.2.3 Die Plastizität der glomerulären Epithelzellen und ihre Rolle während 
der Entwicklung und im Krankheitsprozess 
 
Dass die parietalen Podozyten von der PEC-rtTA Maus bei Induktion der genetischen 
Markierung während der Entwicklung miterfasst werden, spricht dafür, dass diese Zellen 
noch nicht vollends ausdifferenziert sind. Möglicherweise benötigen sie bestimmte 
Eigenschaften der Parietalzellen, um sich noch auf der Bowmanschen Basalmembran halten 
zu können. Das unterschiedliche Expressionsmuster verschiedener Podozytenmarker auf 
der Bowmanschen Kapsel junger humaner Glomeruli deutet ebenfalls daraufhin, dass die 
juveniler Glomerulus adulter Glomerulus
Alter
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Zellen noch in der Ausreifung begriffen sind. GLEPP1 (engl. Glomerular epithelial protein 1) 
wurde lediglich in den zwei Wochen alten Nieren in Synaptopodin positiven Zellen auf der 
Bowmanschen Kapsel stärker exprimiert, während Nestin in allen untersuchten Altersstufen 
in diesen Zellen zu sehen war. Aber auch die Detektion von nur einem der analysierten 
Podozytenmarker – entweder Synaptopodin oder GLEPP1 bzw. Nestin – in den parietalen 
Podozyten spiegelt wider, dass eine gewisse Plastizität dieser Zellen gegeben ist. Welcher 
funktionelle Grund dahinter steht, darüber kann momentan nur spekuliert werden. Allerdings 
weist die schwache Expression von GLEPP1 darauf hin, dass diese Zellen zumindest diese 
Rezeptortyrosinphosphatase [222] kaum benötigen, während sie darauf warten auf das 
Kapillargeflecht zu migrieren (Abb. 3.2.10 bis Abb. 3.2.12). Auch wenn die genaue Funktion 
von GLEPP1 noch nicht bekannt ist, so wurde eine Rolle bei der Ausdifferenzierung zum 
Podozyten und der Funktionsfähigkeit der Fußfortsätze vermutet. Dies begründet sich unter 
anderem auf dem gemessenen Anstieg der GLEPP1 mRNA sowie des fertigen Proteins mit 
Ausbildung der entwicklungstechnisch spät angesiedelten Kapillarschlingenphase [223] und 
dem beobachteten Verlust von GLEPP1 in nephrotischen Syndromen [224]. Die beiden 
anderen betrachteten Marker, Synaptopodin und Nestin, gehören zu den Zytoskelett 
assoziierten Proteinen. Sie bilden Grundelemente der podozytären Architektur, die auch die 
Funktion und Stabilität anderer Proteine beeinträchtigen [10, 225]. Dies würde zumindest 
eine Erklärung dafür liefern, dass sie schon in den zu Podozyten prädestinierten Zellen auf 
der Bowmanschen Kapsel zwei Wochen alter Nieren detektiert werden konnten 
(Abb. 3.2.10). Interessanterweise verhält es sich mit Podocin ähnlich. Die Pod-rtTA Maus 
markiert spezifisch die Zellen genetisch, deren Podocin-Promotor aktiv ist. Während der 
späten renalen Entwicklung, in acht Tage alten Pod-rtTA Mäusen, existierten auch genetisch 
markierte Podozyten auf der Bowmanschen Kapsel (Abb. 3.2.9). Dabei handelt es sich bei 
Podocin um ein zur Stomatin Familie zugehöriges Protein, welches für die Rekrutierung von 
Nephrin, Neph1 und CD2-assoziierten Proteinen (CD2AP) verantwortlich ist und so zur 
Integrität der Fußfortsätze und der Ausbildung der Schlitzmembran beiträgt [107]. 
Möglicherweise trägt die frühe Expression von Podocin noch vor Abschluss der Entwicklung 
mit Hilfe seiner signaltransduktorischen Eigenschaften zu einer schnellen Ausdifferenzierung 
der Podozyten bei, sobald sie ihren Platz auf dem Kapillargeflecht gefunden haben. Die 
Podocin exprimierenden Zellen auf der Bowmanschen Kapsel wiesen zudem eine schwache 
WT1-Bildung auf (Abb. 3.2.9). Bei WT1 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der 
eine Zinkfinger-Domäne besitzt und dessen Name sich vom zugehörigen Gen, dem Wilms 
Tumor-Suppressorgen 1, ableitet. Mit Hilfe seiner DNA- und m-RNA-bindenden 
Eigenschaften nimmt WT1 Einfluss auf die Aktivität verschiedenster anderer Proteine. Im 
Podozyten hemmt es die Bildung von Wachstumsfaktoren und aktiviert die Expression von 
Proteinen, die zur Aufrechterhaltung der podozytären Morphologie nötig sind, wie 
beispielsweise Podocalyxin oder Nephrin. Zudem hemmt es die Expression von Pax2 (Abk. 
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für engl. Paired box gene 2), einem für die Nierenentwicklung wichtigen Transkriptionsfaktor 
[226]. Pax2 wird zwar nicht in ausdifferenzierten Podozyten exprimiert, die parietalen 
Epithelzellen dagegen weisen auch im adulten Organismus eine starke Expression dieses 
Faktors auf. Bislang galt WT1 daher als Podozyten spezifischer Marker, doch auch parietale 
Epithelzellen zeigen eine zwar schwächere, aber durchaus existente WT1-Expression. 
Sobald Podozyten und parietale Epithelzellen in Kultur gebracht werden, ändern sich die 
Expressionsmuster dieser Marker und beide Zelltypen können in vitro nach einiger Zeit nur 
noch schwerlich mittels Markeranalysen voneinander unterschieden werden [227]. Diese 
Befunde deuten einmal mehr daraufhin, dass diese Epithelzelltypen durchaus variabel sind 
in ihrer Morphologie, Proteinexpression und möglicherweise damit verbunden auch in ihrer 
Funktionsfähigkeit. Diese Plastizität wird am ehesten durch Signalstoffe ausgelöst, die von 
umgebenden Zellen sowie der Basalmembranen abgegeben werden oder interzellulär frei 
zirkulieren. Die Variabilität der Zellen mag vor allem während der Entwicklung von 
Bedeutung sein, da die Zellen in der Lage sein müssen zu proliferieren und sich zu 
verändern. Allerdings bilden sie auch die Basis für die Entstehung von Krankheiten im 
adulten Organismus. 
So führen Mutationen in podozytären Proteinen, wie z.B. WT1, zu sklerotischen 
Veränderungen und umgekehrt resultieren podozytäre Erkrankungen im Verlust der 
Expression verschiedenster podozytärer Proteine [107, 226]. Letzteres macht es schwer, 
eine Podozytopenie zu detektieren, da nicht sichergestellt werden kann, dass ein Verlust an 
WT1 positiven Zellen auf einem Verlust der Markerexpression oder des Podozyten selbst 
basiert. Da aber momentan keine besser geeigneten methodischen Möglichkeiten verfügbar 
sind, wurde dennoch die Podozytenzählung anhand der WT1-Expression vorgenommen 
(Abb. 3.2.1 und Abb. 3.2.3). Ab einem gewissen Grad der Sklerose ist ein Verlust von Zellen 
ohnehin anhand fehlender Zellkerne in immunhistochemisch sowie immunfluoreszent 
gefärbten Gewebeschnitten ersichtlich. 
Dass nicht nur die Parietalzellen in der Lage sind zu migrieren, wurde bei krankhaften 
Veränderungen des Glomerulus beobachtet, die im Verschluss des Urinpols und der Bildung 
von glomerulären Zysten resultieren. Die Podozyten wandern auf die Bowmansche Kapsel, 
exprimieren parietalzellspezifische Marker de novo und passen ihre Ultrastruktur der von 
parietalen Epithelzellen durch Abflachen des Zellkörpers an. Dennoch behalten sie ihre 
podozytären Eigenschaften bei, so konnte eine Rekrutierung periglomerulärer Kapillaren 
elektronenmikroskopisch beobachtet werden ebenso wie die Ausbildung der Fußfortsätze 
auf der Bowmanschen Basalmembran [228]. Die Podozyten versuchen demnach auch fern 
ihres eigentlichen Platzes, dem Kapillarkonvolut, dennoch ihre Funktion aufrecht zu erhalten. 
Möglicherweise trifft das auch auf die parietalen Epithelzellen zu, die während der 
Entwicklung einer Glomerulosklerose auf das Kapillargeflecht migrieren. So lagern sie Matrix 
ab und bilden damit eine Grundlage für ihr Bestehen auf den Kapillarschlingen 
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(Abb. 3.2.4 B). Allerdings ist weder für den gesunden noch den kranken Glomerulus geklärt, 
welche Funktion die parietalen Epithelzellen einnehmen. Ebenso bleibt die Frage offen, ob 
die Migration und Proliferation der Parietalzellen Auslöser oder nur Effekt der Ausbildung 
sklerotischer Läsionen sind. Die de novo Expression des Aktivierungsmarkers CD44 gibt 
wenig Auskunft darüber, vielmehr lässt es vermuten, dass die parietalen Epithelzellen eine 
neue Aufgabe zu erfüllen haben. Bei dieser scheint es sich um einen negativen Beitrag zur 
Ausbildung sklerotischer Läsionen zu handeln [88]. Gerade die Aktivierung der Parietalzelle 
bietet einen potentiellen Angriffspunkt für therapeutische Maßnahmen. Damit beschäftigte 
sich der dritte und letzte Teil der Dissertation. 
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4.3 EGFR Inhibition zur Behandlung der fokal segmentalen 
Glomerulosklerose in vivo 
 
Die Wahl eine Inaktivierung der migrierenden parietalen Epithelzellen durch die Hemmung 
des epidermalen Wachstumsfaktor- (Abk. EGF für engl. Epidermal growth factor) Rezeptors 
zu erreichen, fiel aus verschiedenen Gründen. Zum einen konnte vor wenigen Jahren 
gezeigt werden, dass die Aktivierung des EGFR eine wichtige Rolle bei der Entstehung der 
rapid-progressiven Glomerulonephritis (RPGN) spielt [180]. Zum anderen wurde von unserer 
Arbeitsgruppe eine Phosphorylierung und damit Aktivierung des EGF-Rezeptors von 
aktivierten, CD44 positiven Parietalzellen in von Sklerose betroffenen Glomeruli in vivo 
beobachtet. Die Isolation solcher Glomeruli aus älteren, männlichen Munich Wistar Froemter 
(MWF) Ratten, die eine manifeste FSGS besaßen, ergab eine vielfach erhöhte Expression 
von Epiregulin – einem Liganden des EGFR. Zusätzlich bewirkt eine Hemmung des EGF-
Rezeptors in kultivierten Parietalzellen eine verringerte Proliferation und Migration der Zellen 
[Veröffentlichung in Bearbeitung]. Ob ein solcher Effekt auch in vivo durch eine 
pharmakologische EGFR-Hemmung hervorgerufen werden kann, wurde mit Hilfe von 38 
Wochen alten, männlichen MWF Ratten untersucht. Diese Tiere entwickeln im Laufe ihrer 
Alterung neben der Verlagerung der Glomeruli in subkapsuläre Bereiche des Kortex eine 
fokal, segmentale Glomerulosklerose [98-102]. Bereits 1990 wurde geprüft, ob es ausreicht 
der Hypertonie entgegenzuwirken, um die glomerulären Veränderungen zu verlangsamen 
und die Nierenfunktion wieder herzustellen. Dafür wurden MWF Ratten mit ausgeprägter 
FSGS mit einem Inhibitor des Angiotensin umwandelnden Enzyms (kurz ACE für engl. 
Angiotensin converting enzyme) behandelt und tatsächlich konnte die Ausbildung 
sklerotischer Läsionen limitiert ebenso wie die Proteinurie verbessert werden [101]. Kurze 
Zeit später fanden ACE-Hemmer auch Anwendung in einer humanen Studie zur Behandlung 
der FSGS, ebenfalls mit dem Ergebnis der Verminderung der Proteinurie der Patienten [229]. 
Seither werden ACE-Inhibitoren zur Behandlung von FSGS-Patienten – insbesondere wenn 
keine Immunsuppressiva eingesetzt werden können – angewandt. Nichtsdestotrotz bewirken 
ACE-Inhibitoren keine Rückbildung der Sklerose und verhindern ebenso wenig das 
Fortschreiten der FSGS bis hin zur Nierenerkrankung im Endstadium (kurz ESRD für engl. 
End-stage renal disease) [230]. Eine wirkliche Therapie, die an der Basis der FSGS-
Entstehung angreift, ist derzeit noch nicht gegeben. Die Inhibition der Parietalzellaktivierung 
stellt daher einen neuen Ansatzpunkt zur Behandlung der FSGS dar und wurde im 
vorliegenden Teilprojekt der Dissertation mittels des EGF-Rezeptor-hemmenden 
Medikaments Erlotinib untersucht. 
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4.3.1 Erlotinib Behandlung zeigt lediglich in niedriger Dosierung einen Effekt 
 
Erlotinib ist ein selektiver und reversibler Inhibitor des EGF-Rezeptors (ErbB1), wird vor 
allem zur Behandlung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms sowie unterstützend zur 
palliativen Therapie des Pankreaskarzinoms eingesetzt und seine Wirksamkeit zur 
Behandlung weiterer Tumorarten wird bereits untersucht [231, 232]. Für onkologische 
Fragestellungen ist eine anwendbare Dosierung bekannt, so wird Patienten mit nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom eine tägliche Dosis von 150 mg und Patienten mit 
Pankreaskarzinom die Einnahme von 100 mg Erlotinib täglich empfohlen [231, 233]. Wird 
von einem durchschnittlichen Körpergewicht von 70 kg ausgegangen, entspricht dies einer 
Konzentration von ca. 2 mg/kg bzw. ca. 1,5 mg/kg Körpergewicht. Allerdings wird mit dieser 
Dosierung das Wachstum und die Proliferation von Tumorzellen gehemmt, welche sich 
oftmals vollends von den normalen Zellen des betroffenen Gewebes unterscheiden. Auch 
wenn die aktivierten Parietalzellen ihr Expressionsprofil verändern und stärker proliferieren, 
unterscheiden sie sich nicht in einem derartigen Maße von normalen, unauffälligen parietalen 
Epithelzellen wie dies bei Tumorzellen nach ihrer Entartung der Fall ist. Die Behandlung von 
sensitiven FVB/N Mäusen, die eine genetische Anfälligkeit gegenüber der Entwicklung 
chronischer Nierenerkrankungen besitzen, mit Erlotinib nach 75%iger Nephrektomie 
bewahrte die Tiere vor der Ausprägung renaler Läsionen. Allerdings wurden diese Mäuse 
über zwei Monate hinweg mit der sehr hohen und nicht mit der für Krebspatienten 
verwendeten Dosis vergleichbaren Konzentration von 100 mg/kg Körpergewicht behandelt 
[234]. Eine klinische Phase I Studie zur Wirksamkeit von Erlotinib (damalige Bezeichnung 
OSI-774) ergab in menschlichen Patienten eine maximal tolerierbare Dosis von 150 mg 
täglich [235], entsprechend einer Konzentration von etwa 2 mg/kg Körpergewicht. In 
Anbetracht dessen überrascht, dass die hohe Dosierung in Mäusen, die prädestiniert für die 
Ausbildung renaler Läsionen sind, keine toxischen Effekte hervorrief und sich sogar positiv 
auf die Nierenfunktion auswirkte [234]. Besonders da einzelne onkologische Fallstudien über 
eine leichte Verminderung der glomerulären Filtrationsrate bzw. die Entstehung 
geringgradiger renaler Läsionen, wie Halbmond-Glomerulonephritis oder akuter tubulärer 
Nekrose, nach Einnahme von verschiedenen Erlotinib-Dosierungen von 12,5 mg bis hin zu 
150 mg am Tag berichten [236-238]. Die Ausbildung glomerulärer Läsionen wurde dabei mit 
den Konsequenzen einer vorweg bestehenden Leberschädigung und schwerer Dehydrierung 
assoziiert [237, 239]. Da der EGF-Rezeptor unter anderem in tubulären Epithelzellen 
exprimiert und bei akuter Nierenschädigung aktiviert wird [240], verzögerte eine Inhibition 
des Rezeptors mittels Erlotinib (vermutlich mit einer Dosierung von 80 mg/kg Körpergewicht, 
da eine andere Studie der gleichen Forschungsgruppe ebenfalls mit dieser Dosis 
durchgeführt wurde [241]) die Regeneration ischämischer Tubulusepithelschäden deutlich 
[242]. Dadurch wird deutlich, dass ein schmaler Grat zwischen der Therapie glomerulärer 
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Läsionen und der Behinderung der Tubulusregeneration durch die EGFR-Inhibition besteht. 
Besonders im Falle der MWF-Ratten, die die Sklerose über einen längeren Zeitraum 
entwickeln und deren stetig zunehmende Proteinurie vermutlich auch eine Schädigung des 
Tubulusepithels hervorruft, wie in Kapitel 3.1. anhand des Proteinuriemodells gezeigt werden 
konnte (Abb. 3.1.5). Dagegen erbrachte die wesentlich niedrigere Dosis von 10 mg/kg 
Körpergewicht Erlotinib täglich eine Verbesserung der Nierenfunktion und des 
Krankheitsbildes in Mäusen, die an einer rapid-progressiven Glomerulonephritis litten [180]. 
Bei dem dabei verwendeten Krankheitsmodell handelte es sich allerdings nur um ein 
kurzzeitiges Experiment, so dass eine Schädigung des Tubulusepithels bei längerfristiger 
Behandlung mit dieser Dosierung nicht ausgeschlossen werden konnte. Daher wurde für 
eine erste Kurzzeitstudie die Dosis von 4 mg/kg Körpergewicht gewählt, welche keinerlei 
Einfluss auf die Progression der manifesten FSGS in 55 Wochen alten MWF-Ratten hatte 
(Abb. 3.3.1). Ebenso zeigte sich im Langzeit-Versuch, bei täglicher Gabe von 4 mg/kg 
Erlotinib über vier Wochen keine Verbesserung der Sklerose – stattdessen konnte sogar 
eine signifikante Abnahme an gesunden Glomeruli nach Behandlung mit dieser Dosis 
festgestellt werden. Der beste – allerdings immer noch sehr geringe – Effekt auf die 
Progression der FSGS konnte in den Tieren bestimmt werden, die lediglich 0,5 mg/kg 
Erlotinib erhielten (Abb. 3.3.2). In Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen konnte 
ebenfalls ein positiver Effekt nach nebenwirkungsbedingter Reduktion der Erlotinib Dosis auf 
12,5 mg bzw. 25 mg pro Tag (entsprechen ca. 0,2 mg/kg und 0,4 mg/kg Körpergewicht pro 
Tag) nachgewiesen werden [238]. Diese Patienten besaßen eine Mutation in der EGFR-
Kinase-Domäne, die eine ligandenunabhängige Aktivierung des Rezeptors bewirkt. Dies gibt 
einen weiteren Hinweis darauf, dass die Aktivität des Rezeptors nach Behandlung mit 
niedriger Erlotinib Dosierung schon signifikant gehemmt werden kann. 
Auch wenn die Behandlung mit 0,5 mg/kg Erlotinib keine signifikante Verbesserung der 
FSGS und der renalen Funktion bewirkte (Abb. 3.3.2 B’), lohnte sich dennoch ein Blick auf 
die Aktivität der parietalen Epithelzellen. Die Behandlung mit niedrig dosiertem Erlotinib 
ergab dabei auch eine geringere Abnahme der Anzahl an Glomeruli ohne CD44-positive, 
aktivierte Parietalzellen auf dem Kapillarkonvolut. Ebenso nahm die Anzahl an Glomeruli, 
deren Kapillargeflechtsfläche zu 1-25% von aktivierten Parietalzellen befallen waren, 
signifikant weniger zu im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abb. 3.3.4). Im Einklang damit war 
die Abnahme an Glomeruli mit intakten Podozyten nach Behandlung mit niedrig dosiertem 
Erlotinib am geringsten (Abb. 3.3.5). Noch intakte Glomeruli wurden mit Hilfe von 0,5 mg/kg 
Erlotinib vor der Migration aktivierter Parietalzellen und damit dem Beginn der Ausbildung 
einer Sklerose geschützt. Waren allerdings schon über 75% der glomerulären 
Kapillarkonvolutsfläche von aktivierten Parietalzellen bedeckt, hatte die Erlotinib-Behandlung 
keinen Einfluss mehr (Abb. 3.3.4). So lange die Parietalzellen auf der Bowmanschen Kapsel 
lokalisiert waren, schien allerdings die Inhibition des EGFR mit niedrig dosiertem Erlotinib 
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lediglich ihre Migration zu verhindern. Die Aktivität der Parietalzellen selbst wurde dabei nicht 
beeinflusst. So nahm die Anzahl an Glomeruli, deren Bowmansche Kapseln zu über 75% mit 
aktivierten Parietalzellen besetzt waren, trotz der Behandlung weiterhin zu (Abb. 3.3.6). 
Welche Bedeutung die EGFR-Inhibition auf die Aktivität und den Verlauf der FSGS-
Progression hat, wird im folgenden Abschnitt näher diskutiert. 
4.3.2 EGFR-Inhibition ohne Einfluss auf Aktivität der Parietalzellen – 
mögliche Konsequenzen für die Therapie der FSGS 
 
Der interessanteste Befund ergab sich nach genauerer Betrachtung der CD44-Expression 
der verschieden behandelten Ratten. Im Rahmen des Versuchs wurde deutlich, dass eine 
Inhibition des EGF-Rezeptors zwar die Migration der Parietalzellen von der Bowmanschen 
Kapsel auf das Kapillargeflecht beeinflusste, sie aber nicht deaktivierte (unabhängig von 
ihrer Lokalisation) – sie exprimierten selbst sieben Wochen nach der Behandlung noch CD44 
während die Kontrollgruppen (DMSO- und ACE-Hemmer-behandelte Ratten) einen starken 
Rückgang der CD44-Expression in den Parietalzellen aufwiesen (Abb. 3.3.8). 
Weiterführende Studien sind nötig, um zu klären, warum die EGFR-Inhibition dazu führt, 
dass die Parietalzellen ihre CD44-Expression aufrechterhalten. Damit verbunden ist es 
ebenfalls nötig zu untersuchen, warum die Parietalzellen überhaupt beginnen CD44 de novo 
zu exprimieren. Während der Entwicklung wird CD44 in Strukturen der Ureterknospe und in 
adulten Niere von endothelialen und interstitiellen Zellen sowie zirkulierenden Leukozyten 
gebildet [243]. CD44 ist eine Familie von Zelloberflächen-Glykoprotein-Rezeptoren, deren 
zehn Isoformen (CD44v1-v10) unterschiedlichste Aufgaben vermitteln können [176]. 
Besonders die Bindung von Hyaluronan, einem Bestandteil extrazellulärer Matrizes und 
primärer Ligand von CD44, und des Zytokins Osteopontin an CD44 führt zur Proliferation, 
Migration und Metastasierung von Tumorzellen [176, 244, 245]. CD44 beeinflusst 
verschiedene Signalwege über die Interaktion mit anderen Rezeptoren, wie eben dem EGFR 
oder auch c-Met [197, 246, 247]. Nach bisherigen Erkenntnissen benötigt ein Komplex aus 
EGFR und CD44 immer ein weiteres verknüpfendes Element. So konnte in Plattenepithel- 
karzinomzellen des Kopf-Hals-Bereiches (kurz HNSCC-Zellen für engl. Head and neck 
squamous carcinoma) eine Hyaluronan vermittelte Aktivierung des CD44-EGFR-Komplexes 
beobachtet werden, der wiederum den Leukämie-assoziierten RhoA Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor (kurz LARG) zur Komplexbildung benötigte [248]. Ein weiterer Faktor, über 
den die Komplexbildung von CD44 und EGFR vermittelt werden kann, ist ErbB2 oder auch 
HER-2 (kurz für engl. Human epidermal growth factor receptor-2), bei dem es sich um ein 
weiteres Mitglied der EGF-Rezeptor Familie handelt [246, 249]. ErbB2 verfügt ebenfalls über 
eine Kinaseaktivität und trägt über den MAP-Kinase-Signalweg (MAP kurz für engl. Mitogen 
activated protein) zur Zellproliferation bei [250]. Somit ist denkbar, dass zwar die Migration 
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der aktivierten Parietalzellen durch die Hemmung der EGFR-Aktivität behindert ist, CD44 
sich aber immer noch im Komplex mit HER-2 und dem inaktiven EGFR befindet. 
Möglicherweise besteht eine unvollständige oder fehlerhafte Signalweiterleitung in die Zelle, 
die lediglich die Migration der Zellen unterbindet. Ob weitere Reaktionen der Zellen, die auf 
diesen Signalwegen beruhen – z.B. Zellwachstum und Proliferation, davon betroffen sind, 
wurde in dieser Studie nicht untersucht. Dies wäre ein weiterer Anhaltspunkt für eine 
fortbestehende Signalweiterleitung über CD44 und sollte noch weiter analysiert werden. Wie 
bereits erwähnt, agiert CD44 ebenfalls als Korezeptor von c-Met, einem 
Wachstumsfaktorrezeptor, der verschiedene Signalkaskaden auslöst bzw. reguliert [197]. Die 
beiden Rezeptoren EGFR und c-Met sind in der Lage ebenfalls miteinander zu interagieren. 
Besonders in Tumorzelllinien, die mutierte oder amplifizierte Gene für entweder EGFR oder 
c-Met trugen und den jeweiligen Rezeptor dadurch übermäßig aktivierten, führte die 
Hemmung des jeweiligen Rezeptors hoch effektiv zum Kollaps von den Rezeptoren 
nachgeschalteten Signalnetzwerken. Der EGF-Rezeptor ist demnach in der Lage, weitere 
Rezeptortyrosinkinasen zu phosphorylieren und damit zu aktivieren. Diese aktivieren dann 
die ebenso nachgeschaltete Signalkaskaden, bei denen es sich oftmals um dieselben Wege 
handelt, die auch vom EGFR angesteuert werden, so dass der Effekt der Signalweiterleitung 
potenziert wird [251]. Es bleibt fraglich, ob die CD44 de novo Expression in aktivierten 
Parietalzellen eine Reaktion der EGFR und/oder c-Met-Aktivität ist oder bereits vor der 
Phosphorylierung der Rezeptoren aus anderen Gründen ausgelöst wird. Ebenso kann die 
Persistenz der CD44 Expression nach EGFR-Inhibition bedeuten, dass CD44 weiterhin 
zusammen mit c-Met oder EGFR verbunden an der Zelloberfläche vorhanden ist, ohne dass 
seine Expression fortgeführt wird oder aber, dass seine Expression von der Zelle eben 
gerade wegen der Blockade des EGFR aufrechterhalten wird. Gerade letzteres erscheint 
plausibel, da auf diesem Weg der fehlenden Signalisierung durch den blockierten EGF-
Rezeptor kompensatorisch begegnet werden könnte. Möglicherweise würde eine zusätzliche 
Inhibition von c-Met einen stärkeren therapeutischen Nutzen bringen. Allerdings würde das 
vermutlich auch eine Verstärkung der Nebenwirkungen zur Folge haben. Eine weitere 
therapeutische Möglichkeit besteht im adjuvanten Einsatz von ACE-Inhibitoren. Diese 
minimieren aufgrund der Blutdrucksenkung den mechanischen Stress im Glomerulum und 
wirken möglicherweise so einer weiteren Erkrankung der Podozyten entgegen [101]. Im hier 
durchgeführten Versuch ergab sich lediglich in der ACE-Hemmer behandelten 
Versuchsgruppe eine signifikante Reduktion der Proteinurie (Abb. 3.3.2 B‘). Dennoch war die 
Abnahme an Glomeruli mit 100%iger Synaptopodin-Expression und damit intakten 
Podozyten gerade in der ACE-Hemmer behandelten Gruppe am stärksten (Abb. 3.3.5 B‘‘‘). 
Die Reduktion des mechanischen Stresses hatte zwar einen positiven Einfluss auf die 
Proteinurie, die Ausbildung der Sklerose schritt dennoch voran. Käme eine Hemmung der 
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Migration aktivierter Parietalzellen durch eine zusätzliche Erlotinib-Behandlung hinzu, wäre 
eine signifikante Verlangsamung der FSGS-Progression womöglich die Folge. 
Im Rahmen dieses Projektes wurden die Tiere jedoch nur für vier Wochen behandelt. 
Zusätzlich lagen zwischen Behandlung und Asservierung der Nieren weitere sieben Wochen, 
in denen die Sklerose wieder voranschreiten konnte. Wie schon in Kapitel 4.3.1 diskutiert, 
hat die therapeutische Inhibierung von Signalwegen Einfluss auf die Gesundheit des 
Tubulusapparates, was eine dauerhafte Behandlung schwierig macht. Eine kurze 
Zusammenfassung bei der Therapie der Sklerose wie auch der akuten Tubulusschädigung 
auftretenden Probleme findet sich im folgenden Kapitel. 
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4.4 Kontroverse Therapiemöglichkeiten – Unterstützung der STC 
negativ für glomeruläre Erkrankungen und umgekehrt
 
Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, führt die Blockade des EGF-Rezeptors 
durchaus zu einer Hemmung der Migration aktivierter Parietalzellen. Ebenso konnte in der 
rapid-progressiven Glomerulonephritis eine Verbesserung der Nierenfunktion und des 
Krankheitsverlaufes nach Behandlung mit Erlotinib festgestellt werden [180]. Die 
Auswirkungen einer Rezeptorblockade für glomeruläre Erkrankungen geben Anlass zur 
Hoffnung derartige Inhibitoren bald auch therapeutisch einsetzen zu können. Allerdings 
wirken diese Medikamente auch auf den Rest der Niere. Gerade der gegenüber 
ischämischen oder auch toxischen Schäden leicht anfällige Tubulusapparat der Niere 
erschwert die Therapie mit Inhibitoren der Wachstumsfaktorrezeptoren oder 
Wachstumsfaktorantagonisten. Wachstumsfaktorrezeptoren, wie vielfach genannt EGFR und 
c-Met, sind bekanntermaßen an der Regeneration akut geschädigter Tubuluszellen beteiligt. 
So wiesen Mäuse mit einer Mutation des EGFR, welche zu einem 90%igen Funktionsverlust 
des Rezeptors führt, und welche mit spezifischem EGFR-Knockout im renalen 
Tubulusepithel ebenso wie mit dem EGFR-Inhibitor Gefitinib bzw. Erlotinib behandelte 
Mäuse stark erhöhte histologische Schäden wie auch eine Verstärkung der renalen 
Dysfunktion nach Folsäure oder mittels Ischämie/Reperfusion induzierter akuter 
Nierenschädigung auf [242, 252]. Im Einklang mit diesen Daten ergab die tubulusspezifische 
Deletion von c-Met in transgenen Mäusen, die einem akuten Nierenschaden mittels I/R oder 
Cisplatin-Gabe unterzogen wurden, ebenfalls eine Zunahme der histologischen 
Nierenschäden, eine Verschlechterung der renalen Funktion sowie eine Zunahme 
apoptotischer Zellen [196]. Derweil bewirkt eine c-Met-Inhibition in vitro ähnlich wie die 
Hemmung des EGFR eine signifikante Abnahme der Proliferation und Migration von 
parietalen Epithelzellen [Veröffentlichung in Vorbereitung]. Der therapeutische Angriff dieser 
Rezeptoren bei glomerulären Krankheiten, an denen aktivierte Parietalzellen zum 
Fortschreiten sklerotischer oder proliferativer Läsionen beteiligt sind, ist in der Lage, die 
Regenerationsfähigkeit des Tubulusepithels zu vermindern. Angriffspunkt dabei könnten 
genau die Zellen sein, die ein ähnliches Markerexpressionsprofil wie die parietalen 
Epithelzellen zeigen – die vereinzelten, verteilten Tubuluszellen, kurz STC. Im Rahmen 
dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass es die STC sind, die auf eine Schädigung 
reagieren, proliferieren und den Tubulus regenerieren (Kapitel 3.1. bzw. 4.1). Ob ruhende 
Tubulusepithelzellen zur Transition in den STC-Phänotyp durch Wachstumsfaktoren, wie 
EGF oder HGF, gebracht werden können, muss noch analysiert werden. Allerdings spricht 
der schützende Effekt der vor der Schadenssetzung induzierten HGF-Expression in 
transgenen Mäusen für eine Aktivierung des STC-Phänotyps durch HGF [210]. Im 
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Gegensatz dazu konnte in der Halbmond-Nephritis die übermäßige HGF ebenso wie EGF-
Aktivität mit der Progression der Erkrankung in Verbindung gebracht werden [180, 253]. Eine 
Behandlung akut geschädigter Nieren, auch im Sinne einer Präkonditionierung, könnte somit 
in einer Aktivierung der Parietalzellen resultieren, die dann an der Ausbildung sklerotischer 
oder proliferativer Läsionen im Glomerulum beteiligt ist (Abb. 4.3). 
Bei der Lösung des Problems könnte die PEC-rtTA/H2B-eGFP Maus ebenfalls als nützliches 
Werkzeug dienen. Die Isolation der genetisch markierten Tubuluszellen ebenso wie die der 
markierten Parietalzellen mit darauffolgender Transkriptomanalyse der Zellen kann 
Aufschluss über Unterschiede in der Proteinexpression geben, an der dann möglicherweise 
therapeutisch angesetzt werden kann. 
 
 
Abb. 4.3: Kontroverser Effekt der Therapie sklerotischer bzw. proliferativer glomerulärer Läsionen auf die 
Regenerationsfähigkeit des Tubulusepithels und umgekehrt. Abbildung in englischer Sprache bereits 
veröffentlicht [21]. 
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